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Les principaux analgésiques utilisés en clinique ciblent majoritairement le récepteur 
opioïdergique mu (MOPR). Or, l’activation de MOPR engendre d’importants effets 
secondaires. Les agonistes sélectifs au récepteur opioïdergique delta (DOPR) représentent 
une cible thérapeutique intéressante, puisqu’ils engendrent moins d’effets secondaires 
comparativement à l’activation du récepteur opioïdergique mu (MOPR).
Dans la littérature, 2 hypothèses s’opposent concernant à la fois la distribution de 
DOPR et de MOPR au sein des sous-populations neuronales ainsi que leur implication 
fonctionnelle dans certaines modalités de douleurs. D’une part, des études, dont certaines 
basées sur l’utilisation d’anticorps, ont suggéré une colocalisation de ces 2  récepteurs au 
sein des mêmes sous-populations neuronales. Cette colocalisation suggère que l’activation 
de MOPR ou DOPR soulage les mêmes modalités de douleurs. D’autre part, une étude a 
remis en doute la spécificité des anticorps commerciaux ciblant DOPR, remettant ainsi en 
question les travaux réalisés avec cet outil. Par ailleurs, les auteurs de cette même étude ont 
aussi observé une ségrégation physique et fonctionnelle entre DOPR et MOPR : non 
seulement DOPR et MOPR seraient exprimés par des populations neuronales différentes, 
mais DOPR régulerait préférentiellement les douleurs d’origine mécanique, alors que 
MOPR serait plutôt impliqué dans le soulagement des douleurs d’origine thermique.
Afin de répondre à cette controverse, il a d’abord été nécessaire de trouver un outil 
alternatif à l’utilisation des anticorps ciblant DOPR. Idéalement, cet outil doit permettre la 
visualisation de la distribution de ce récepteur autant au niveau de cellules en culture que 
des tissus. Pour ce faire, les propriétés pharmacologiques de 2 ligands biotinylés, le TIPP- 
biotine (Tyr-Tic-Phe-Phe(para-bromoacétamide)-Asp-desthiobiotine) et la deltorphine- 
biotine, ont été déterminées. Les résultats obtenus ont démontré que le TIPP-biotine 
possède des caractéristiques de liaison sur DOPR fort intéressantes autant sur des extraits 
cellulaires que sur du tissu animal, alors que la deltorphine-biotine nécessite encore des 
modifications afin d’optimiser ses propriétés de liaison à DOPR. Dans un second temps, à 
l’aide d’études d’électrophysiologie unitaire extracellulaire in vivo et 
d’immunohistochimies du récepteur NKi (récepteur de la substance P), l’implication de 
MOPR dans le soulagement des douleurs thermiques et mécaniques, et celle de DOPR dans 
le soulagement des douleurs mécaniques ont été mises en évidence.
Mots clé : douleur, analgésie, récepteur opioïdergique delta, récepteur opioïdergique mu, 
interaction, afférences primaires, substance P, marqueurs d’affinité
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1. In t r o d u c t io n
1.1 La douleur
La douleur est essentielle à notre survie puisqu’elle consiste d’abord et avant tout en un 
processus physiologique universel remplissant une fonction d’alarme pour avertir un sujet 
qu’un stimulus nociceptif menace son intégrité physique. L’Association internationale pour 
l’étude de la douleur (LASP) la définit comme suit: «une expérience sensorielle et 
émotionnelle désagréable, associée à une lésion tissulaire réelle ou potentielle». Il arrive 
que la douleur soit ou bien intolérable, ou bien persistante au-delà du temps normal de 
guérison d’une blessure, devenant ainsi pathologique. D’ailleurs, la douleur représente plus 
de 90% des causes de consultations médicales (Le Bars et al. 2004). Dans de telles 
situations, les cliniciens n’ont guère le choix que de prescrire des antalgiques ou des 
analgésiques, qui diminuent et suppriment la douleur, respectivement. Afin d’uniformiser la 
prise en charge thérapeutique des patients, l’Organisation mondiale de la santé (OMS) a 
proposé une approche par paliers qui prend avant tout en compte l’intensité de la douleur 
(figure 1). Dans cette échelle analgésique, on remarque que des opioïdes faibles sont 
utilisés dès l’apparition de douleurs modérées. De plus, les opioïdes sont toujours 
considérés comme étant l’option thérapeutique la plus efficace pour le soulagement des 
douleurs les plus sévères (figure 1). Cependant, malgré les avancées importantes qui ont été 
réalisées au cours des dernières années, on estime que seulement 25% des patients souffrant 
de douleurs diverses atteignent un soulagement adéquat de leurs symptômes (Melnikova 
2010). Il est donc évident que la découverte de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles 
ainsi que le développement de nouveaux analgésiques efficaces et sécuritaires sont toujours 
de mise.
Les prochaines lignes traitent principalement de l’aspect physiologique de la douleur. 
Néanmoins, il faut garder en tête que la douleur est multidimensionnelle et peut être 
influencée par des facteurs sociaux, culturels et psychologiques.
2^ltéd«Udoul«ur
Figure 1: Échelle analgésique de F OMS pour le soulagement de la douleur 
(informations adaptées de l’Organisation mondiale de la santé, Genève, Suisse, 1997).
Les paliers représentent des intensités de douleurs croissantes. Pour corréler avec une 
échelle de douleur de 0  à 1 0  (où 0  correspondrait à une absence de douleur et 1 0  à une 
douleur des plus sévères), le palier 1 correspond à une douleur inférieure à 4, le palier 2 
représente une douleur entre 4 et 7, et le palier 3 correspond à des douleurs variant de 7 à 
10. Des exemples de traitements pharmacologiques utilisés pour chaque palier de douleur 
sont inscrits. AINS : anti-inflammatoires non stéroïdiens.
1.1.1 Voies ascendantes nociceptives
1.1.1.1 Les afférences primaires
Les informations sensorielles extéroceptives et proprioceptives sont perçues par le 
système nerveux grâce à divers types de récepteurs (tactiles ou à terminaisons libres) situés 
au niveau des terminaisons périphériques des afférences primaires. Ces récepteurs 
transforment le stimulus perçu (de nature chimique, thermique ou mécanique) en une 
énergie chimio-électrique; un phénomène que l’on appelle la transduction. Ce type 
d’énergie résulte de l’ouverture de canaux ioniques, qui crée une dépolarisation 
membranaire. Lorsque le stimulus perçu est d’une intensité suffisante, un potentiel d’action 
est généré, puis transmis tout au long de l’afférence primaire jusqu’à la moelle épinière 
(Marchand 2009) ou jusqu’au complexe sensitif du trijumeau. Ce dernier, étant situé dans
3le tronc cérébral, est responsable des perceptions somesthésiques au niveau de la sphère 
orofaciale (Dallel et al. 2003). Pour simplifier le tout, ce qui suit concerne essentiellement 
les voies somatosensorielles spinales, quoique ces voies aient beaucoup de similitudes avec 
les voies sensitives du trijumeau.
Concernant plus particulièrement les fibres d’afférences primaires, leurs corps 
cellulaires sont localisés dans les ganglions rachidiens, communément appelés DRGs, pour 
«dorsal root ganglions» (les corps cellulaires du trijumeau se retrouvent quant à eux dans 
le ganglion de Gasser). Ces neurones sensitifs donnent naissance à 2 branches axonales, 
l’une innervant la périphérie, et l’autre faisant synapse avec le second neurone au niveau 
des cornes dorsales de la moelle épinière (ou du noyau spinal du complexe sensitif du 
trijumeau). Il est possible de classifier les afférences primaires selon différents critères : la 
vitesse de conduction du signal (Cain et al. 2001), la présence de marqueurs (phénotype 
histochimique) (Priestley et al. 2002; Cavanaugh et al. 2009), le patron d’activation des 
courants voltage-dépendants (Petruska et al. 2000), etc. Afin de simplifier le tout, la 
classification qui sera utilisée dans le cas présent est basée sur des critères anatomiques et 
fonctionnels. Selon cette classification, il y a 3 types de fibres impliqués dans la 
transmission des informations sensorielles (Julius et al. 2001). Tout d’abord, les fibres 
Aa/p sont des fibres myélinisées à large diamètre (6-12 pm), ayant une vitesse de 
conduction très élevée (30-70 m/sec) (Bouhassira et al. 2009) et faisant synapse avec les 
neurones de second ordre au niveau des laminae plus profondes (III à V) de la moelle 
épinière (figure 2). Ces fibres, à récepteurs tactiles, sont impliquées dans la proprioception 
et la perception du toucher léger. Elles ne sont donc pas impliquées dans la nociception 
chez des individus sains, mais peuvent l’être en situation pathologique (Sun et al. 2001).
Les nocicepteurs, c’est-à-dire les neurones activés par un stimulus capable 
d’engendrer des dommages tissulaires (Julius et al. 2001), sont constitués des fibres à 
terminaisons libres AS et C. Les fibres AS sont légèrement myélinisées et ont un diamètre 
moyen (~ 1-5 pm). Ces caractéristiques leur permettent ainsi d’atteindre des vitesses de 
conduction variant de 4 à 30 m/sec (Bouhassira et al. 2009). On distingue 2 classes de 
fibres AS de par les différences que présente leur seuil d’activation lors d’une stimulation 
thermique ou mécanique. Ainsi, le type I répond à la fois à des stimuli mécaniques et 
chimiques, mais a un seuil élevé d’activation pour la chaleur (~53°C), alors que le type II
4possède un seuil d’activation élevé pour les stimulations mécaniques, mais un seuil plus bas 
(~ 43°C) pour les stimulations thermiques (Julius et al. 2001). Les terminaisons centrales 
de ces fibres font synapse à la fois au niveau des laminae superficielles (I et II externe) et 
plus profondes (V) de la come dorsale de la moelle épinière (figure 2) (Basbaum et al.
2009).
Enfin, les fibres C ont un petit diamètre (~ 0.5 pm) et ne sont pas myélinisées, de 
telle sorte qu’elles possèdent la vitesse de conduction la plus lente (0.4-2 m/sec) d’entre 
toutes les fibres (Bouhassira et al. 2009). Tel que représenté à la figure 2, les fibres C se 
divisent en 2 sous-populations : peptidergique et non-peptidergique. Comme leur nom 
l’indique, les fibres C peptidergiques synthétisent notamment la substance P (SP) et le 
peptide relié au gène de la calcitonine (CGRP). Ces fibres sont sensibles au facteur de 
croissance nerve growth factor (NGF) dont elles expriment le récepteur à activité tyrosine 
kinase TrkA, et possèdent des terminaisons se projetant dans les laminae I et II externe de 
la moelle épinière (figure 2). Quant aux fibres C non-peptidergiques, elles sont définies par 
la présence à la fois du récepteur c-Ret, dont le facteur neurotrophe dérivé de la glie 
(GDNF) est le principal ligand, et d’une sous-classe de récepteurs purinergiques (P2X3) 
(Snider et al. 1998; Le Bars et al. 2004). De plus, ces fibres ont la capacité de lier 
l’isolectine B4 (IB4) et projettent exclusivement dans la lamina II interne de la moelle 
(figure 2) (Basbaum et al. 2009).
Le tableau 1 résume les principales caractéristiques des afférences primaires 
sensorielles. Il faut toutefois garder en tête que ce n’est qu’une description générale, 
simpliste et non exhaustive de ces fibres. En réalité, la distinction entre ces différents types 
de fibres est beaucoup plus complexe. En ce sens, certaines populations et sous-populations 
de neurones partageraient certaines caractéristiques, tel que représenté à la figure 3.
5AO myelinated
Spinal cord
Figure 2: Connections entre les afférences primaires et la moelle épinière. (Tiré de 
(Basbaum et aL 2009) Les neurones sensitifs primaires font synapse avec des neurones de 
second ordre au niveau de la come dorsale de la moelle épinière. Ainsi, les fibres Ap 
projettent dans les laminae plus profondes de la moelle épinière (III à V), les fibres A8  
terminent au niveau des laminae II externe et V, les fibres C peptidergiques font synapse 
dans les laminae I et II externe, alors que les fibres C non peptidergiques projettent 
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Tableau 1: Principales caractéristiques des afférences primaires sensorielles 
(informations tirées de (Julius et aL 2001) et (Bouhassira et aL 2009). Les informations 
sensorielles sont détectées en périphérie par divers récepteurs présents au niveau de la peau, 
des muscles, des articulations et des viscères. Ces récepteurs font la transduction des 
stimuli mécaniques, chimiques et thermiques en signaux chimio-électriques, véhiculés par 
les fibres primaires jusqu’à la moelle épinière. Les fibres de gros calibres Aa/p ne sont 
normalement pas impliquées dans la transmission des messages nociceptifs. Ce sont les 
fibres de moyen et petit calibres qui sont les nocicepteurs.
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Figure 3: Chevauchement des propriétés des différents types différences primaires 
(adapté de (McMahon et aL 2005). Le pourcentage représente la proportion de la 
population neuronale par rapport à la totalité des populations neuronales retrouvées au 
niveau des DRGs. Les marqueurs avec lesquels certains groupes de neurones peuvent être 
identifiés sont indiqués dans les boîtes de texte. Les flèches suivant la circonférence du 
diagramme représentent les récepteurs des facteurs de croissance retrouvés dans chacune 
des populations neuronales. L’attention doit être portée aux chevauchements présents entre 
certaines populations de neurones. Malgré la division en populations neuronales distinctes, 
certaines populations possèdent des caractéristiques similaires, voire identiques.
1.1.1.2 Transmission de la nociception et perception de la douleur
C’est au niveau des comes dorsales de la moelle épinière que les neurones de 
premier ordre font synapse avec ceux de second ordre. Ceci peut se faire via des 
intemeurones excitateurs, inhibiteurs ou directement via les neurones de projection qui 
achemineront le message nociceptif jusqu’au thalamus. Ce contact synaptique est de nature 
chimique et implique essentiellement le glutamate. Toutefois, les fibres peptidergiques 
utilisent, entre autres, des neuropeptides (ex: SP et CGRP) (Le Bars et al. 2004), des 
protéines (ex: brain-derived neurotrophic factor, communément appelé BDNF) (Merighi et
8al. 2008) et de l’oxyde nitrique (Cury et al. 2011) comme neuromodulateurs. Concernant la 
SP, lorsque relâchée par les afférences primaires peptidergiques, elle lie et active le 
récepteur NKi en postsynaptique, engendrant ainsi l’internalisation rapide de ce dernier au 
niveau de la lamina I de la moelle épinière (Mantyh et al. 1995; Abbadie et al. 1997; 
Marvizon et al. 2003; Nazarian et al. 2008; Beaudry et al. 2011). Quant aux neurones de 
projection, ils se trouvent au niveau des laminae superficielles I-II et des laminae plus 
profondes IV-VI de la moelle. Les neurones de second ordre impliqués dans la transmission 
des signaux nociceptifs sont surtout des neurones nociceptifs spécifiques et des neurones à 
large gamme dynamique (communément appelés WDR pour wide dynamic range). Comme 
leur nom l’indique, les premiers ne reçoivent leur information que des afférences primaires 
nociceptives (fibres A8  et C). En ce qui concerne les seconds, ils reçoivent des afférences 
des fibres Ap, Aô et C, pouvant ainsi être activés à la fois par des stimuli nociceptifs et non 
nociceptifs (Price et al. 2003).
Les neurones de projection peuvent emprunter différentes voies ascendantes afin 
d’acheminer l’information nociceptive aux centres supérieurs, où elle est intégrée. La voie 
spinothalamique est considérée comme étant la principale voie de la nociception. Dans 
cette voie, les neurones de second ordre projettent de la moelle vers les noyaux 
thalamiques, puis des neurones de troisième ordre projettent du thalamus vers le cortex 
somatosensoriel (figure 4). La voie spinothalamique permet la localisation et la 
discrimination sensorielle de la douleur (Willis 1985). Une autre voie d’importance est la 
voie spinoparabrachiale qui, de par ses projections au niveau de l’amygdale et du cortex 
insulaire, est responsable de l’aspect désagréable, ou motivo-affectif, de la douleur (figure 
4) (Basbaum et al. 2009). Bien entendu, il y a une panoplie d’autres voies ascendantes 
nociceptives, telles que les voies spinoréticulaire, spinomésencéphalique, 
spinohypothalamique, etc (Merighi et al. 2008). Ces voies ne seront toutefois pas abordées 
dans ce mémoire, car leur rôle exact est moins bien caractérisé et que leur implication dans 
la transmission des informations nociceptives serait moindre que celle des voies 
spinothalamique et spinoparabrachiale (Merighi et al. 2008). Dans un tout autre ordre 
d’idées, il est à noter que c’est seulement une fois que le signal nociceptif atteint les centres 
supérieurs et qu’il est intégré que l’on perçoit la douleur en soi.
9Figure 4: Principales voies ascendantes nociceptives (tiré de (Basbaum et aL 2009). Il y
a 2 voies ascendantes nociceptives importantes. D’abord, la voie spinothalamique (en vert) 
projette vers le thalamus, puis le cortex somatosensoriel. Cette voie est responsable de la 
localisation et de l’aspect sensori-discriminatif de la douleur. Il y a également la voie 
spinoparabrachiale (en bleu) qui, projetant vers l’amygdale et le cortex insulaire, est 
responsable de l’aspect désagréable (motivo-affectif) de la douleur.
1.1.2 Modalités de douleurs
De façon globale, la douleur peut être de nature thermique, mécanique ou chimique. 
Les neurones sensitifs contiennent diverses protéines qui permettent la transduction des 
signaux de ces diverses modalités. Quoiqu’il soit difficile de démystifier les transducteurs 
impliqués pour chacune de ces modalités in vivo (Gold et al. 2010), voici ceux qui sont les 
plus reconnus parmi la communauté scientifique.
Tout d’abord, en ce qui a trait aux douleurs thermiques, le principal transducteur de 
la chaleur est le transient receptor potential vanilloid 1 (TRPV1). Ce canal sensible à la 
capsaïcine (composant actif du piment) possède un seuil d’activation à 43°C (Caterina et al. 
1997). Néanmoins, ce canal cationique non-sélectif n ’est pas le seul médiateur des stimuli 
thermiques, puisque la détection de la chaleur est toujours présente chez les souris où le 
gène qui code pour TRPV1 a été invalidé (Woodbury et al. 2004). Ainsi, il y aurait
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également un homologue de TRPV1, TRPVL1 (communément appelé TRPV2), qui est, 
quant à lui, insensible à la capsaïcine et qui répond à des températures d’environ 52°C 
(Caterina et al. 1999). D’autres transducteurs thermiques potentiels incluent TRPV3 et 
TRPV4 qui ont cependant des seuils d’activation relativement peu élevés (entre 25 et 35°C) 
et ne sont que faiblement exprimés au niveau des neurones sensitifs (Basbaum et al. 2009).
Certains nocicepteurs sont, eux, sensibles au froid. Une étude effectuée chez des 
souris déficientes pour le gène codant pour le canal TRPM8  (transient receptor potential 
cation channel, subfamily M, member 8) a démontré que ce canal est le principal 
transducteur du froid (Bautista et al. 2007). Dans certaines conditions pathologiques, le 
canal TRPA1 (transient receptor potential cation channel, subfamily A, member 1) pourrait 
aussi contribuer à la sensibilité au froid (del Camino et al. 2010).
Concernant les transducteurs des stimulations nociceptives de nature mécanique, les 
bases moléculaires sont très peu élucidées chez les mammifères (Basbaum et al. 2009). Un 
transducteur possible est le canal purinergique P2Xa (Chen et al. 1995). Le mécanisme 
proposé suggère que les tissus lésés, ou les viscères distordus, relâchent de l’ATP 
(adénosine triphosphate). Celui-ci liera son récepteur P2 X3  et l’activera, ce qui dépolarisera 
les neurones sensitifs (Chen et al. 1995; Wirkner et al. 2007; Basbaum et al. 2009), 
favorisant ainsi la transmission du signal nociceptif. D’autres candidats potentiels ont été 
suggérés (TREK1/2, TRAAK, ASIC1-3, TRPA1, etc), mais leur implication dans la 
méchanotransduction n’est pas encore clairement établie (Basbaum et al. 2009; Gold et al. 
2010).
Enfin, les nocicepteurs peuvent détecter les irritants environnementaux grâce à 
plusieurs transducteurs, dont les 2 principaux sont le canal ionique TRPM8 , sensible au 
menthol, et le canal TRPA1, sensible à divers irritants tels que la formaline, l’acroléine et 
l’huile de moutarde (Gold et al. 2010).
Par ailleurs, concernant la capacité des nocicepteurs à détecter divers types de 
douleurs, 2 théories s’opposent. D’un côté, il y a la théorie des nocicepteurs polymodaux. 
Le terme «nocicepteurs polymodaux» peut englober à la fois les fibres A8  et C 
(Georgopoulos 1976; Lawson et al. 2008). Par contre, l’intérêt sera ici seulement axé sur 
les fibres C. À l’origine, les fibres C polymodaies étaient considérées comme étant activées 
à la fois par des stimulations thermiques, mécaniques et chimiques (Bessou et al. 1969; Perl
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1996). Néanmoins, les réponses des fibres C face à des irritants chimiques n’est pas 
toujours évaluée. C’est pourquoi, de plus en plus dans la littérature, l’appellation de 
«nocicepteurs polymodaux» est surtout associée à des fibres C qui sont thermo- et 
méchanosensitives (Koltzenburg et al. 1997; Cain et al. 2001; Lawson et al. 2008; 
Basbaum et al. 2009). Cette théorie suggère que le processus de distinction entre des 
douleurs de différentes origines se produit à un niveau spinal ou supraspinal (Perl 2007). 
De l’autre côté, la théorie de la spécificité soutient que chaque modalité de douleur 
engendre l’activation de sous-populations de neurones bien spécifiques et distinctes 
(Norrsell et al. 1999). Dans ce cas-ci, la distinction entre les types de douleur s’effectuerait 
dès le niveau des afférences primaires (Abrahamsen et al. 2008; Cavanaugh et al. 2009; 
Scherrer et al. 2009).
1.1.3 Contrôles inhibiteurs descendants
La transmission spinale des messages nociceptifs peut être modulée par des 
influences descendantes excitatrices ou inhibitrices (Vanegas et al. 2004; Kuner 2010). Ces 
influences peuvent s’exercer autant au niveau spinal que supraspinal. Seul un type de 
contrôles inhibiteurs descendants, soit les contrôles inhibiteurs diffus nociceptifs (CIDN), 
sera brièvement traité ici, puisque la méthodologie décrite plus loin dans ce mémoire (voir 
section 5) nécessite la compréhension de ce concept. En quelques mots, les CIDN sont 
déclenchés par l’application d’un stimulus conditionnant douloureux hétérotopique (c’est- 
à-dire qui est appliqué à un site distant du champ récepteur excitateur du neurone étudié) et 
l’intensité de leur activation est directement corrélée à l’intensité de cette stimulation 
douloureuse (Le Bars 2002). Il a été démontré que seuls les neurones WDR sont sensibles 
au pouvoir inhibiteur des CIDN, les neurones nociceptifs spécifiques et non-nociceptifs ne 
le sont pas (Le Bars et al. 1979b, a). La rationnelle qui sous-tend ce phénomène est qu’un 
stimulus douloureux induit l’activation des CIDN. À leur tour, les CIDN induisent une 
diminution du «bruit de fond» perçu par le cortex somatosensoriel en inhibant l’activité des 
neurones spinaux et trigéminaux qui ne contribuent pas directement à la transmission du 
message nociceptif (Le Bars et al. 2004). Les mécanismes proposés sous-tendant l’effet 
inhibiteur des CIDN implique une boucle supraspinale (Le Bars et al. 1979b). Ainsi, une
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stimulation douloureuse appliquée en périphérie active des régions spécifiques du tronc 
cérébral, dont la substance grise périaqueductale (qui contient le locus cœruleus) et la 
médulla rostroventrale (qui contient le noyau du raphé magnus). De ces régions vont alors 
partir des voies descendantes adrénergiques et sérotoninergiques, respectivement, qui se 
projetteront au niveau des comes postérieures de la moelle épinière (et du complexe sensitif 
du trijumeau) pour y activer, entre autres, des inter-neurones enképhalinergiques (Kuner
2010). La relâche d’opioïdes endogènes serait en partie à l’origine des effets inhibiteurs des 
CIDN.
1.2 Récepteurs opioïdergiques
Comme précédemment mentionné, les opioïdes sont les analgésiques les plus 
utilisés pour soulager les douleurs modérées à sévères (voir figure 1). Les opioïdes exercent 
leurs actions analgésiques via 3 récepteurs classiques situés autant au niveau du système 
nerveux central qu’au niveau de la périphérie : mu (MOPR), kappa (KOPR) et delta 
(DOPR). En situation physiologique, ces récepteurs sont liés, puis activés par des peptides 
endogènes ((3-endorphine, enképhalines et dynorphines) relâchés suite à une stimulation 
nociceptive (Trescot et al. 2008). Tout comme la rhodopsine, ces 3 récepteurs 
opioïdergiques font partie de la classe A de la grande famille des récepteurs couplés aux 
protéines G (RCPG) à 7 domaines transmembranaires (Kane et al. 2006). Grâce à des 
études de modélisation basée sur la structure de la rhodopsine, il a été démontré que 
MOPR, DOPR et KOPR ont environ 60% d’homologie entre eux. Les séquences les plus 
homologues se retrouvent au niveau des domaines transmembranaires et des boucles 
intracellulaires, alors que les boucles extracellulaires ainsi que les extrémités C- et N- 
terminales sont les régions qui sont les plus divergentes (voir figure 5) (Law et al. 2000b). 
Dans un tout autre ordre d’idées, la cristallisation très récente des 3 récepteurs 
opioïdergiques (Granier et al. 2012; Manglik et al. 2012; Wu et al. 2012) permettra aux 
scientifiques d’en apprendre davantage sur la conformation tridimensionnelle de ces 
récepteurs ainsi que les différences qui les caractérisent, notamment au site de liaison des 
ligands.
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MOPR, KOPR et DOPR sont tous couplés à la protéine Ga.i/0, dont l’activation 
entraîne une inhibition de l’adénylate cyclase, donc une diminution des taux intracellulaires 
d’AMPc. De plus, les voies de signalisation enclenchées par les opioïdes entraînent une 
diminution de l’entrée des ions calciques dans les cellules, ce qui résulte en une diminution 
de la relâche de neurotransmetteurs (ex : glutamate, SP) lorsque les récepteurs sont 
localisés sur des neurones présynaptiques. Également, l’activation de ces récepteurs 
augmente la conductance membranaire des ions potassiques, créant ainsi une 
hyperpolarisation des neurones. Ceci a pour effet de prévenir la propagation des potentiels 
d’action en postsynaptique, diminuant donc la transmission synaptique (Law et ai. 2000b; 
Inturrisi 2002). Par ailleurs, les récepteurs aux opiacés peuvent aussi stimuler la voie des 
MAPKs (mitogen-activated protein kinases) de type ERK1/2 {extracellular signal- 
regulated kinases 1/2) par une voie dépendante ou indépendante (via les (3-arrestines) des 
protéines G (Li et al. 1996; Audet et al. 2005; Rozenfeld et al. 2007; Zheng et al. 2008).
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Figure 5: Structure de DOPR et homologie entre les récepteurs opioïdergiques. 
(Image réalisée par Kristina Rochon, adaptée de (Kane et aL 2006) Chacun des 
récepteurs opioïdergiques (MOPR, KOPR et DOPR) est constitué d’une extrémité N- 
terminale extracellulaire, de 7 domaines transmembranaires hélicoïdaux, de 3 boucles 
extracellulaires et intracellulaires, ainsi que d’une extrémité C-terminale intracellulaire. Les 
cercles représentent le code à 1 lettre des acides aminés; les cercles bleus représentent les 
résidus identiques aux 3 récepteurs et les cercles rouges représentent les résidus hautement 
conservés parmi les RCPG de la sous-famille de la rhodopsine.
1.2.1 MOPR
1.2.1.1 Localisation et activation endogène
Au niveau du système nerveux central, MOPR est présent dans plusieurs structures 
impliquées dans la transmission de la nociception, mais également dans beaucoup d’autres 
structures cérébrales. De façon générale, des études immunohistochimiques et 
d’hybridation in situ ont montré sa présence, entre autres, au niveau des DRGs, de la
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moelle épinière, du noyau accumbens, de l’amygdale, du thalamus, de l’hypothalamus, de 
l’aire tegmentale ventrale, du noyau du tractus solitaire et du bulbe olfactif (Mansour et al. 
1994; Mansour et al. 1995). Plus précisément, dans la moelle épinière, le récepteur se 
localise dans les laminae superficielles I et II, avec une densité plus prononcée dans la 
lamina II interne (Zhang et al. 1998b). Il a également été observé au sein de la lamina V 
(Stevens et al. 1991). Au niveau des DRGs, MOPR est présent dans environ 21% des 
neurones (Ji et al. 1995). De nombreux auteurs s’accordent pour diré que ce récepteur (ou 
son ARNm) est principalement présent au niveau des neurones de petit diamètre (Ji et al. 
1995; Minami et al. 1995; Zhang et al. 1998b) et qu’une grande proportion est colocalisée 
avec le CGRP (Zhang et al. 1998b) et l’ARNm du précurseur de la SP, soit la 
préprotachykinine A (PPTA) (Minami et al. 1995). À l’opposé, une étude d’hybridation in 
situ a plutôt démontré que l’ARNm de MOPR est autant exprimé au niveau des neurones de 
petit que ceux de gros diamètres (Wang et al. 2001).
L’activation endogène de MOPR s’effectue par un des dérivés de la pro- 
opiomélanocortine, soit la J3-endorphine, et par les 2 produits de la pro-enképhaline, soit la 
méthionine-enképhaline et la leucine-enképhaline (Raynor et al. 1994).
1.2.1.2 Utilisation clinique
En clinique, la majorité des opioïdes utilisés pour soulager la douleur (ex : 
morphine, oxycodone, hydromorphone, fentanyl, etc.) cible MOPR (Trescot et al. 2008). 
Les agonistes MOPR se révèlent particulièrement efficaces pour les douleurs de type 
inflammatoire, alors que leur efficacité est mitigée, ou requière des doses plus élevées pour 
soulager des douleurs cancéreuses ou neuropathiques (Amer et al. 1988; Luger et al. 2002; 
Wacnik et al. 2003; Obara et al. 2009). Or, l’activation de MOPR entraîne d’importants 
effets secondaires, dont la constipation, la dépression respiratoire, la tolérance analgésique 
(c’est-à-dire la nécessité d’utiliser des doses croissantes de la drogue pour maintenir le 
même effet analgésique), la dépendance, etc. (McQuay 1999). En ce sens, plusieurs 
recherches se penchent actuellement à identifier de nouvelles cibles thérapeutiques ou à 
développer de nouvelles drogues qui auraient des propriétés analgésiques similaires (ou
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idéalement augmentées) aux agonistes MOPR, tout en ayant des effets indésirables 
moindres.
1.2.2 KOPR
1.2.2.1 Localisation et activation endogène
Tout comme MOPR, KOPR est largement distribué au sein du système nerveux 
central. Bien qu’il y ait, à certains endroits, des chevauchements entre KOPR et les 2 autres 
récepteurs opioïdergiques, KOPR possède une distribution unique. Ainsi, les études 
immunohistochimiques et d’hybridation in situ ont montré sa présence, entre autres, dans la 
moelle épinière, les DRGs, au niveau des couches profondes de diverses parties du cortex 
(pariétal, temporal et occipital), de l’amygdale, du noyau accumbens, du tubercule olfactif, 
de la plupart des noyaux hypothalamiques, de l’hypophyse, de la substance noire, de 
l’éminence médiane, du noyau du tractus solitaire et de l’infundibulum (Mansour et al. 
1994; Arvidsson et al. 1995b; Mansour et al. 1996). Au niveau de la moelle épinière, 
KOPR a été retrouvé en proportion beaucoup moins élevée que MOPR et DOPR, 
principalement dans les laminae superficielles I et II, mais également dans la lamina V 
(Stevens et al. 1991). Également moins présent que MOPR et DOPR au niveau des DRGs, 
KOPR est présent dans environ 9% de ces neurones (Ji et al. 1995). Parmi ces derniers, il 
se retrouve principalement dans ceux de petit diamètre (Ji et al. 1995). Dans certains 
neurones, une colocalisation entre l’ARNm de la PPTA et l’ARNm de KOPR a été 
observée (Minami et al. 1995).
L’activation endogène de KOPR s’effectue par des dérivés de la pro-dynorphine, 
dont la dynorphine A (Chavkin et al. 1982; James et al. 1984).
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1.2.2.2 Utilisation clinique
Certains agonistes de KOPR ont été testés lors d’essais cliniques. Parmi ceux-ci, 
l’enadoline a démontré un effet analgésique similaire à celui de la morphine dans des 
douleurs post-opératoires (Pande et al. 1996). De plus, l’activation de KOPR entraîne un 
potentiel d’abus diminué comparativement à l’activation de MOPR, et ce, via une 
inhibition de la relâche dopaminergique au niveau des structures mésolimbiques (Margolis 
et al. 2003). Cependant, les agonistes de KOPR ayant la capacité de pénétrer la barrière 
hématoencéphalique engendrent une quantité non-négligeable d’effets indésirables : 
psychomimésie (produit des hallucinations), dysphorie, sédation et diurésie (Pfeiffer et al. 
1986; Walsh et al. 2001; DeHaven-Hudkins et al. 2004; Riviere 2004; Wang et al. 2010b). 
C’est pour cette raison que les recherches visant à soulager la douleur se sont plutôt 
tournées vers le développement d’agonistes KOPR qui agiraient en périphérie seulement 
(DeHaven-Hudkins et al. 2004), évitant ainsi les effets néfastes entraînés par une activation 
de KOPR au niveau du système nerveux central.
1.2.3 DOPR
1.2.3.1 Localisation et activation endogène
Quoique partageant des similitudes avec la localisation de MOPR et KOPR, DOPR 
possède aussi une distribution qui lui est distincte. Son ARNm est retrouvé au niveau du 
bulbe et du tubercule olfactifs, du noyau accumbens de l’hypothalamus (partie 
ventromédiane), de l’hippocampe, de l’amygdale, de la moelle épinière et des DRGs 
(Mansour et al. 1994). Concernant la localisation de la protéine dans la moelle épinière et 
les DRGs, elle dépend de l’espèce étudiée. Ainsi, chez les rongeurs, DOPR est détecté au 
travers de toute la matière grise de la moelle épinière, alors que chez les primates et les 
humains, il est surtout concentré dans les laminae I-II (Mennicken et al. 2003). Dans les 
DRGs, chez les rongeurs, des auteurs ont observé l’ARNm de DOPR en grande quantité 
dans les neurones à large diamètre positifs pour NF200 (Mennicken et al. 2003), alors que
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d’autres ont plutôt observé que son ARNm est en proportion égale dans les neurones de 
petit et de gros diamètre (Wang et al. 2001). Chez les singes et les humains, l’ARNm de 
DOPR a été principalement observé dans les neurones de petit et moyen diamètres 
(Mennicken et al. 2003).
Les produits de la pro-enképhaline, la méthionine-enképhaline et la leucine- 
enképhaline, sont les principaux responsables de l’activation endogène de DOPR (Raynor 
et al. 1994).
1.2.3.2 Pourquoi cibler DOPR pour soulager la douleur?
Un intérêt majeur pour le développement d’agonistes DOPR est né lorsque des 
études précliniques ont montré que l’activation de ce récepteur entraînait un meilleur profil 
d’effets secondaires que celle des 2 autres types de récepteurs opioïdergiques. En ce sens, 
l’activation de DOPR provoque moins de dépression respiratoire (May et al. 1989), de 
constipation (Porreca et al. 1984) et de dépendance physique (Cowan et al. 1988) que les 
agonistes MOPR. Cependant, il a été observé que l’administration de certains agonistes 
sélectifs à DOPR engendrent des convulsions chez les rongeurs (Corner et al. 1993; Broom 
et al. 2002b; Bausch et al. 2005) et le singe (Danielsson et al. 2006). Ces effets secondaires 
surviennent à des doses similaires à celles utilisées pour avoir un effet analgésique et ont 
surtout été observés avec des molécules contenant un groupement chimique pipérazinyle 
benzamide, dont le SNC80 ((+)-4[(aR)-a-((2S,5R-4-Allyl-2,5-diméthyl-l-pipérazinyl)-3- 
méthoxybenzyl]-N,N-diéthylbenzamide) (Danielsson et al. 2006). Par ailleurs, il est 
intéressant de noter que les agonistes DOPR ont une implication analgésique mineure dans 
des situations de douleurs aiguës, mais l’effet de l’activation de ce récepteur est augmenté 
dans des situations de douleur chronique, telles que des douleurs inflammatoires (Fraser et 
al. 2000; Hurley et al. 2000; Brandt et al. 2001; Cahill et al. 2003; Gendron et al. 2007a), 
neuropathiques (Morinville et al. 2004a; Nadal et al. 2006; Holdridge et al. 2007; Kabli et 
al. 2007) et cancéreuses (Moulin et al. 1985; Brainin-Mattos et al. 2006; Otis et al. 2011). 
Donc, le profil analgésique de DOPR en fait une cible thérapeutique très intéressante pour 
le soulagement de la douleur.
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1.2.3.3 Effets anxiolytiques et antidépresseurs de DOPR
Outre son implication dans le soulagement des douleurs chroniques, le système 
opioïdergique delta est également impliqué dans la régulation de certains états émotionnels, 
dont l’anxiété et la dépression. Ceci a d’abord été observé chez des souris invalidées pour le 
gène codant pour jDOPR (souris DOPR-KO) (Filliol et al. 2000). Ces souris présentaient un 
état émotionnel altéré qui se rapprochait beaucoup d’un état dépressif (Filliol et al. 2000). 
Subséquemment, il a été observé que l’administration d’agonistes sélectifs à DOPR chez 
des rongeurs entraîne des effets antidépresseurs, tel que démontré par le test de la nage 
forcée (Broom et al. 2002a; Saitoh et al. 2004; Le Bourdonnec et al. 2008; Vergura et al. 
2008), ainsi que des effets anxiolytiques, tel que démontré par le test de Yelevated plus 
maze (Saitoh et al. 2004; Perrine et al. 2006; Vergura et al. 2008) et celui de la light-dark 
box (Vergura et al. 2008). Ces études suggèrent donc que les agonistes sélectifs à DOPR 
pourraient aussi avoir un potentiel thérapeutique intéressant en clinique pour traiter ces 
désordres mentaux.
1.2.3.4 Utilisation clinique
Jusqu’à présent, 4 molécules ont été testées en clinique. La première est le D-Ala - 
D-Leu5-Enképhaline (DADLE) qui a été testé chez des sujets cancéreux tolérants aux 
opioïdes et souffrant de douleur chronique. Dans cette étude, le DADLE a eu un effet 
analgésique chez tous les sujets (Moulin et al. 1985). Quelques années plus tard, la 
compagnie pharmaceutique Adolor, en collaboration avec le géant pharmaceutique Pfizer, 
ont mené 2 molécules en phase II, soit ADL5747 (N,N-diéthyl-3-hydroxy-4- 
(spiro[chromène-2,4’-pipéridine]-4-yl)benzamide) (Le Bourdonnec et al. 2009) et 
ADL5859 (N,N-diéthyl-4-(5-hydroxyspiro[chromène-2,4’ -pipéridine]-4-yl)benzamide) (Le 
Bourdonnec et al. 2008). Ces 2 molécules ont été testées chez des sujets souffrant de 
douleurs engendrées par une ostéoarthrite du genou, mais ont échoué à réduire la douleur 
dans ces conditions (http://clinicaltrials.gov/) (NCT01058642). L’ADL5747 est
actuellement en cours d’étude de phase II, mais cette fois-ci, chez des patients souffrant de 
névralgie post-herpétique (http://clinicaltrials.gov/) (NCT00979953). Comme
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précédemment mentionné, les agonistes sélectifs de DOPR n’auraient pas que des 
propriétés analgésiques, mais aussi des propriétés anxiolytiques et antidépressives. En ce 
sens, la compagnie AstraZeneca a complété une étude avec PAZD2327 (4-{(R)-(3- 
aminophényl)[4-(4-fluorobenzyl)-pipérazine-l-yl]methyl}-N,N-diéthylbenzamide) sur des 
sujets souffrant de dépression majeure (http://clinicaltrials.gov/) (NCT00759395). Au 
moment de rédiger ce mémoire, les résultats de cette étude n’avaient pas encore été rendus 
publics. Le fait que des molécules ciblant DOPR soient menées jusqu’aux études cliniques 
montrent à quel point les agonistes de ce récepteur soulèvent l’intérêt et sont prometteurs. 
Par contre, les quelques échecs rencontrés jusqu’à maintenant sont la preuve qu’il y a 
encore beaucoup d’avancées à réaliser dans le monde de la recherche afin de mieux 
comprendre les effets de l’activation de DOPR ainsi que les mécanismes moléculaires à la 
base, entre autres, de son action analgésique.
1.2.4 Homodimères et hétérodimères opioïdergiques
Dans la littérature, l’existence de sous-types de récepteurs opioïdergiques est 
parfois mentionnée. Entre autres, l’obtention de plusieurs variants d’épissage peut 
expliquer la présence de ces sous-types de récepteurs (Pasternak 2001). Par exemple, pour 
MOPR, 28 variants différents ont pu être observés jusqu’à maintenant chez la souris (Xu et 
al. 2011). Par ailleurs, d’un point de vue pharmacologique, on considère que MOPR et 
KOPR posséderaient chacun 3 sous-types, alors que DOPR en posséderait 2 (Dietis et al.
2011). Néanmoins, les évidences de ces sous-types de récepteurs sont manquantes d’un 
point de vue moléculaire. Des hypothèses ont été émises pour expliquer l’observation de 
ces sous-types de récepteurs aux propriétés pharmacologiques divergentes. Parmi celles-ci 
se trouvent la formation de dimères (van Rijn et al. 2010; Dietis et al. 2011), qui est bien 
reconnue pour entraîner des changements dans la pharmacologie, l’adressage ainsi que la 
signalisation intracellulaire de nombreux RCPGs (Franco et al. 2007).
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1.2.4.1 Homodimères
Des associations homodimériques entre les récepteurs opioïdergiques ont déjà été 
rapportées in vitro. Ces associations ont été observées majoritairement sous forme de 
bandes immunoréactives lors d’immunobuvardages de type Western. De cette façon ont été 
observés des homodimères de MOPR (George et al. 2000), KOPR (Jordan et al. 1999) et 
DOPR (Cvejic et al. 1997; Jordan et al. 1999; George et al. 2000; Gomes et al. 2000). Plus 
récemment, la formation d’homodimères a été observée à l ’aide de la technologie du BRET 
(bioluminescence resonance energy transfer) (Wang et al. 2005). De plus, l’homodimère 
de MOPR a été observé in vivo, au niveau de cerveaux de souris (Garzon et al. 1995), 
suggérant ainsi que l’homodimérisation des récepteurs opioïdergiques est un phénomène 
qui survient aussi dans les tissus natifs.
1.2.4.2 MOPR-KOPR
L’existence de cet hétérodimère est encore obscure, puisque certains auteurs ont 
tenté d’isoler ce complexe in vitro par immunoprécipitation sans y parvenir (Jordan et al.
1999). L’absence d’interaction entre ces 2 récepteurs pourrait d’ailleurs expliquer pourquoi 
ces 2 systèmes ont parfois des actions physiologiques contraires. En ce sens, bien que 
l’activation de KOPR ou de MOPR engendre de l’analgésie, certaines études suggèrent que 
l’activation de KOPR supprime les effets analgésiques engendrés par les agonistes de 
MOPR (Tao et al. 1994; Pan 1998). Un exemple appuyant cette hypothèse est l’étude de 
Dickenson et Knox (Dickenson et al. 1987) dans laquelle il a été observé qu’une 
administration spinale de DAMGO ([D-Ala2 -N-MePhe4 ,Gly-ol]-enképhaline), un agoniste 
sélectif de MOPR, inhibe de façon dose-dépendante les potentiels d’action évoqués des 
fibres C d’un neurone WDR. L’administration subséquente d’agonistes sélectifs à KOPR 
(U50488H et dynorphine A 1.13) au niveau spinal renverse rapidement l’effet inhibiteur du 
DAMGO (Dickenson et al. 1987). Ces effets opposés suggèrent une localisation de MOPR 
et KOPR sur des neurones différents (Pan 1998). À l’inverse, Wang et collègues, à l’aide 
du BRET, ont observé que ces 2 récepteurs étaient suffisamment à proximité pour qu’une 
interaction soit possible (Wang et al. 2005). De plus, Chakrabarti et al (Chakrabarti et al.
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2 0 1 0 ) ont récemment montré, par immunoprécipitation, la présence de l’hétérodimère au 
sein de la moelle épinière de rat, suggérant ainsi que le complexe est présent in vivo.
1.2.4.3 MOPR-DOPR
Il y a de cela quelques années, des études proposaient déjà l’existence d’une 
interaction quelconque entre ces 2  récepteurs de par les influences réciproques que ces 
récepteurs avaient l’un sur l’autre. En ce sens, des études pharmacologiques ont montré des 
changements dans la propriété de liaison de certains radioligands sélectifs pour DOPR en 
présence de ligands sélectifs pour MOPR (Rothman et al. 1986; Gouarderes et al. 1993a). 
De plus, il a été observé que l’administration d’un antagoniste de DOPR (Abdelhamid et al. 
1991), d’oligonucléotides antisens dirigés contre l’ARNm de DOPR (Kest et al. 1996), 
ainsi que la délétion du gène codant pour DOPR (Zhu et al. 1999), réduisent le 
développement de la tolérance envers la morphine. Une interaction entre ces 2 récepteurs a 
ensuite été observée par coimmunoprécipitation dans des cellules transfectées, mais aussi 
dans des cellules qui expriment ces récepteurs de façon endogène (George et al. 2000; 
Gomes et al. 2000; Hasbi et al. 2007). Cette interaction physique a par la suite été 
confirmée à l’aide de la technologie du BRET (Gomes et al. 2003; Hasbi et al. 2007) et est 
dépendante de l’extrémité C-terminale des 2 récepteurs (Fan et al. 2005). Plus précisément, 
une étude de modélisation a suggéré que l’interface du dimère est composée des domaines 
transmembranaires 1,7 (TM1,7) de MOPR et 4,5 (TM4,5) de DOPR (Liu et al. 2009). In 
vivo, des anticorps dirigés contre MOPR et DOPR ont permis de visualiser la colocalisation 
des 2 récepteurs. En ce sens, cette colocalisation a été observée en microscopie électronique 
et confocale au sein de certains neurones de la moelle épinière et des DRGs du rat (Ji et al. 
1995; Cheng et al. 1997), mais également en microscopie confocale au niveau du cerveau 
de rats (Hasbi et al. 2007). Une étude d’hybridation in situ a aussi démontré que l’ARNm 
de DOPR et de MOPR était présent au sein de certains neurones des DRGs du rat (Wang et 
al. 2001). Ces études suggèrent donc qu’une interaction physique entre les 2 entités est 
possible.
L’association entre MOPR et DOPR génère un complexe qui a des propriétés 
pharmacologiques et de signalisation différentes de celles des 2 récepteurs isolés. Ainsi,
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une association entre MOPR et DOPR diminue l’activité engendrée par certains agonistes 
de MOPR, un antagoniste de DOPR augmente la puissance et l’efficacité des agonistes de 
MOPR, et, à l’inverse, un antagoniste de MOPR augmente la puissance et l’efficacité d’un 
agoniste DOPR (Gomes et al. 2000). Par ailleurs, alors que MOPR et DOPR séparés 
signalent via la protéine Gai, le complexe a une voie de signalisation insensible à la toxine 
de pertussis (George et al. 2000). Des hypothèses divergentes ont été émises pour expliquer 
ce changement de voie de signalisation. D’abord, une première hypothèse suggère qu’il y 
aurait un échange de couplage concernant la protéine G; l’hétérodimère signalerait via la 
protéine Gaz, plutôt que Gai (Fan et al. 2005; Hasbi et al. 2007). Une seconde hypothèse 
suggère plutôt que le complexe signalerait via une voie dépendante des |3-arrestines2, 
favorisant ainsi la rétention des MAPKs phosporylées dans le cytoplasme et entraînant 
donc l’activation de facteurs de transcription différents comparativement aux récepteurs 
isolés (Rozenfeld et al. 2007).
1.2.4.4 DOPR-KOPR
L’hétérodimère DOPR-KOPR a été observé au sein de lignées cellulaires à l’aide 
d’immunoprécipitation (Jordan et al. 1999) et du BRET (Wang et al. 2005). Ce complexe 
possède également un profil pharmacologique et une signalisation uniques. En ce sens, 
l’affinité de certains agonistes et antagonistes sélectifs de DOPR et KOPR est diminuée en 
présence du complexe hétérodimérique, alors que celle de certains antagonistes non- 
sélectifs (ex : naloxone) en est augmentée (Jordan et al. 1999). En regard aux changements 
survenant dans la signalisation intracellulaire, une inhibition synergique de l’adénylate 
cyclase, accompagnée d’une augmentation de l’activité des MAPKs ont été observées 
(Jordan et al. 1999). Par ailleurs, alors que l’étorphine, un agoniste opioïdergique non- 
sélectif, induit T internalisation de DOPR, il ne parvient pas à engendrer l’internalisation du 
complexe DOPR-KOPR (Jordan et al. 1999). In vivo, l’existence du complexe DOPR- 
KOPR a été démontrée grâce à des études pharmacologiques et comportementales 
(Portoghese et al. 2003; Waldhoer et al. 2005).
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1.2.5 Adressage membranaire de DOPR
1.2.5.1 Signaux d ’adressage
Contrairement aux 2 autres récepteurs opioïdergiques qui ont une expression 
constitutive à la membrane, DOPR a majoritairement une localisation intracellulaire dans 
des conditions normales (Cheng et al. 1995; Cahill et al. 2001b; Morinville et al. 2003; 
Gendron et al. 2006). Ceci pourrait d’ailleurs expliquer le faible pouvoir analgésique 
obtenu avec les agonistes DOPR chez les animaux sains (Cahill et al. 2001b; Cahill et al. 
2003; Morinville et al. 2003). Chez ces derniers, DOPR a parfois été observé au niveau des 
larges vésicules à corps dense (LVCD) (Cheng et al. 1995; Zhang et al. 1998a) où il 
colocaliserait avec des neuropeptides, dont la SP (Minami et al. 1995; Zhang et al. 1998a; 
Guan et al. 2005; Zhao et al. 2011). Par contre, il est à noter que la présence de DOPR dans 
les LVCDs n’a pas été observée par tous les scientifiques (Gendron et al. 2006). Depuis sa 
localisation dans certains compartiments intracellulaires (LVCDs ou autres), DOPR 
attendrait le signal permettant son adressage à la membrane (voie régulée des RCPGs). Ce 
signal peut prendre diverses formes. Entre autres, la stimulation de MOPR (Cahill et al. 
2001b; Morinville et al. 2003; Morinville et al. 2004a; Gendron et al. 2006) et des douleurs 
inflammatoires chroniques (Cahill et al. 2003; Morinville et al. 2004b; Gendron et al. 
2006) sont reconnues pour augmenter l’expression à la membrane de DOPR. Cette 
augmentation membranaire de DOPR a été corrélée avec une augmentation de l’efficacité 
analgésique des agonistes de ce récepteur (Cahill et al. 2001b; Cahill et al. 2003; 
Morinville et al. 2003; Gendron et al. 2007a; Gendron et al. 2007b). D’autres agents pro­
inflammatoires, dont la bradykinine (Patwardhan et al. 2005), l’ATP et la capsaïcine (Bao 
et al. 2003), sont capables d’augmenter l’insertion de DOPR au niveau des membranes 
plasmiques des neurones du ganglion de Gasser et des DRGs, respectivement. Une 
translocation de DOPR à la membrane a aussi été observée dans la substance grise 
périaqueductale des rats, lors de la survenue d’un stress (Commons 2003). D’autre part, un 
mécanisme impliquant la protachykinine, protéine précurseur de la SP, a été suggéré. Ce 
mécanisme soutient qu’il y aurait une interaction entre le domaine de la SP de la 
protachykinine et la troisième boucle extracellulaire de DOPR dans les LVCDs. Cette
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interaction serait essentielle pour permettre à DOPR de se diriger vers la membrane (Guan 
et al. 2005). Cependant, cette interaction a été mise en doute par une étude de notre 
laboratoire qui, à l’aide de souris invalidées pour le gène de la PPTA, a démontré que 
DOPR était fonctionnellement compétent en l’absence de cette dite interaction (Dubois et 
al. 2 0 1 0 ).
Il a aussi été suggéré que cette localisation particulière de DOPR pourrait être la 
conséquence d’un problème de maturation du récepteur (Petaja-Repo et al. 2000; Petaja- 
Repo et al. 2001). Selon cette idée, les récepteurs nouvellement synthétisés seraient 
emprisonnés dans le réticulum endoplasmique (RE) jusqu’à ce qu’ils adoptent une 
conformation adéquate leur permettant d’être exportés et adressés à la membrane (Petaja- 
Repo et al. 2000). Il arrive fréquemment que DOPR ne parvienne tout simplement pas à 
adopter cette conformation adéquate, car seulement 40% des récepteurs synthétisés 
parviennent à la surface cellulaire. Lorsque DOPR ne parvient pas à obtenir un bon 
repliement, il est ubiquitinylé et redirigé vers des protéasomes pour y être dégradé (Petaja- 
Repo et al. 2000). Certains ligands opioïdergiques ayant la capacité de pénétrer les 
membranes cellulaires (ex : naltrexone) peuvent agir comme chaperonnes
pharmacologiques pour faciliter l’exportation de DOPR du RE, et ainsi augmenter la 
proportion de ce récepteur nouvellement synthétisé qui atteint la membrane (Petaja-Repo et 
al. 2002). Par ailleurs, toujours au niveau du RE, l’interaction de DOPR avec certaines 
protéines, dont la pompe Ca2+-ATPase SERCA2b (sarco/endoplasmic reticulum Ca2+- 
ATPase) et la chaperonne calnexine favoriserait la maturation du récepteur (Tuusa et al. 
2007; Tuusa et al. 2010).
1.2.5.2 Implication de MOPR
Tel que mentionné précédemment, un traitement prolongé à la morphine augmente 
l’adressage membranaire de DOPR (Cahill et al. 2001b; Morinville et al. 2003; Morinville 
et al. 2004a; Gendron et al. 2006). Ces observations ont été réalisées à l’aide de 2 
techniques. La première, basée sur la microscopie électronique, utilisait un anticorps dirigé 
contre DOPR pour visualiser sa localisation par rapport à la membrane cellulaire. La 
seconde méthode, basée sur la microscopie confocale, consistait en la visualisation de
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l’internalisation d’un ligand fluorescent sélectif pour DOPR, la [D-Ala2]-deltorphine I co- 
BODIPY (576/589) rouge (fluo-Dlt) (figure 6 ). La quantité de fluo-Dlt intemalisée a été 
montrée comme étant directement corrélée à la densité membranaire de DOPR (Cahill et al. 
2 0 0 1 b). À l’aide de ces 2  méthodes, il a été observé que la morphine augmentait la 
translocation membranaire de DOPR dans la moelle épinière (Cahill et al. 2001b; 
Morinville et al. 2003; Morinville et al. 2004a) et dans tous les types de DRGs (petit, 
moyen et gros diamètres) (Gendron et al. 2006). Dans ces situations, ni le niveau protéique 
de DOPR (Cahill et al. 2001b), ni son ARNm (Gendron et al. 2006), ne subissaient de 
modification, suggérant donc que ces observations étaient bel et bien causées par un trafic
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du récepteur à partir d’une réserve intracellulaire, et non par une nouvelle synthèse de 
DOPR (Cahill et al. 2001b; Gendron et al. 2006). Cette augmentation de la densité 
membranaire de DOPR persiste jusqu’à 48hrs après la dernière injection de morphine et 
peut être déclenchée par d’autres agonistes de MOPR (ex : méthadone, étorphine) 
(Morinville et al. 2003). L’événement de trafic cellulaire de DOPR est dépendant d’une 
activation sélective de MOPR, puisque le phénomène est aboli chez les souris où le gène 
codant pour MOPR a été invalidé (Morinville et al. 2003). Les mécanismes exacts qui 
sous-tendent l’implication de MOPR dans le trafic de DOPR vers la membrane plasmique 
ne sont pas encore totalement élucidés. Toutefois, au niveau de l’appareil de Golgi, il a été 
observé que la dimérisation de DOPR avec MOPR favoriserait l’expression de DOPR à la 
membrane grâce au recrutement de la protéine RTP4 (ireceptor transporter protein 




Figure 6: Représentation schématique de l’essai d’internalisation avec la fluo-Dlt. 
(Image tirée de : (Cahill et aL 2001b) Cette technique a été utilisée pour évaluer la densité 
membranaire de DOPR en présence, ou non, de morphine. Le principe en est relativement 
simple : lorsqu’il y a une faible densité de DOPR à la membrane (image du haut), très peu 
de fluo-Dlt peut lier et intemaliser ce récepteur. À l’inverse, lorsqu’il y a une forte densité 
de DOPR présent à la membrane (image du bas), le ligand fluorescent se lie en plus grand 
nombre et engendre une forte internalisation de DOPR. Les molécules de fluo-Dlt qui n ’ont 
pas été intemalisées sont éliminées par des lavages acides. Un traitement prolongé à la 
morphine augmente la densité membranaire de DOPR.
1.3 Une étude controversée
En 2009, Scherrer et ses collaborateurs (Scherrer et al. 2009) ont publié des résultats 
quelque peu surprenants qui remettaient en question certains faits déjà bien acceptés par la 
communauté scientifique concernant la localisation, le trafic intracellulaire ainsi que 
l’implication de DOPR dans le soulagement de la douleur. Pour ce faire, les auteurs ont 
utilisé un outil bien particulier mis au point quelques années plus tôt : des souris dont le 
gène natif codant pour DOPR (Oprdl) a été remplacé par un gène codant pour un DOPR 
dont l’extrémité C-terminale est fusionnée avec la protéine fluorescente eGFP (enhanced 
Green Fluorescent Protein) (Scherrer et al. 2006).
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1.3.1 Localisation de DOPR et spécificité des anticorps anti-DOPR
À l’aide de ces souris DOPR-eGFP «knockin» et d’études immunohistochimiques 
dirigées contre le marqueur GFP, cette équipe a observé que la majorité (un peû plus de 
60%) des neurones sensitifs immunopositifs était de diamètre moyen à large et exprimait le 
récepteur TRPV2, 2 caractéristiques des afférences myélinisées. Ils ont également observé 
que tous les neurones de petit diamètre qui exprimaient DOPR-eGFP liaient l’IB4 et 
exprimaient le récepteur purinergique P2 X3 , 2  caractéristiques des nocicepteurs non- 
myélinisés non-peptidergiques (voir tableau 1). D’ailleurs, ils ont aussi observé une 
dissociation complète entre l’expression de DOPR-eGFP et plusieurs marqueurs des 
nocicepteurs non-myélinisés peptidergiques (SP, CGRP et TRPV1). Ils en ont donc conclu 
que DOPR est exprimé dans les fibres myélinisées et non-myélinisées non-peptidergiques 
(Scherrer et al. 2009). De plus, contrairement à ce qui avait été rapporté ultérieurement sur 
la localisation majoritairement intracellulaire de DOPR en condition basale, DOPR-eGFP 
était exprimé de façon constitutive à la membrane cellulaire des neurones. Ces résultats 
allant à l’encontre de plusieurs études précédentes réalisées à l’aide d’anticorps, les auteurs 
ont alors voulu vérifier la spécificité des anticorps anti-DOPR qui étaient disponibles 
commercialement à ce moment-là. Les observations qu’ils ont réalisées ont été des plus 
surprenantes : le patron de marquage des anticorps ciblant DOPR, quoique similaire à ce 
qui avait été préalablement observé dans la littérature, était le même chez des souris de type 
sauvage et des souris où le gène Oprdl avait été invalidé. Les auteurs ont alors tiré comme 
conclusion que la majorité des anticorps disponibles commercialement ne reconnaissent pas 
spécifiquement DOPR, mais plutôt un épitope qui est toujours présent chez les souris 
invalidées pour le gène codant ce récepteur (Scherrer et al. 2009).
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1.3.2 Ségrégation physique et fonctionnelle de MOPR et DOPR
Par surcroît, Scherrer et al (Scherrer et al. 2009) ont vérifié si MOPR et DOPR sont 
localisés au sein des mêmes nocicepteurs, tel que suggéré par plusieurs études. Pour ce 
faire, ils ont réalisé une étude immunohistochimique dirigée contre MOPR sur les souris 
DOPR-eGFP. Les auteurs ont observé que, chez ces souris, MOPR était concentré au sein 
des neurones non-myélinisés peptidergiques exprimant la SP et le transducteur thermique 
TRPV1, alors que, comme précédemment mentionné, DOPR-eGFP était exprimé dans les 
neurones myélinisés et non-myélinisés non-peptidergiques (figure 7). En fait, MOPR et 
DOPR-eGFP ne colocalisaient que dans une infime proportion de nocicepteurs (<5% des 
neurones), principalement des neurones myélinisés à large diamètre (Scherrer et al. 2009). 
De par cette ségrégation physique de ces 2 récepteurs opioïdergiques, les auteurs ont alors 
voulu vérifier s’il y avait également une ségrégation fonctionnelle entre ces 2 récepteurs. Ils 
ont donc comparé et évalué le profil analgésique du SNC80 i.t., un agoniste sélectif de 
DOPR, et du DAMGO i.t., un agoniste sélectif de MOPR, chez des souris saines dans des 
modalités de douleurs thermique (test de retrait de la queue immergée dans l’eau chaude) et 
mécanique (test de retrait de la patte stimulée avec des filaments de von Frey). Concordant 
avec la localisation de MOPR au sein des neurones exprimant TRPV1, le DAMGO s’est 
avéré avoir un effet analgésique significatif envers la douleur d’origine thermique, mais est 
resté sans effet envers la douleur d’origine mécanique. Concernant DOPR, un profil 
analgésique totalement opposé a été observé. Ainsi, le SNC80 engendrait un effet 
analgésique significatif envers la douleur de type mécanique, mais restait inefficace contre 
celle d’origine thermique (Scherrer et al. 2009). Le SNC80 a également été testé dans des 
modèles de douleurs chroniques (inflammatoire et neuropathique), et des résultats 
similaires à ceux obtenus avec les animaux naïfs ont été obtenus (Scherrer et al. 2009). De 
par ces observations, les auteurs sont venus à la conclusion que l’activation de MOPR au 
niveau spinal régulait préférentiellement les douleurs d’origine thermique, alors que celle 
de DOPR soulageait plus particulièrement les douleurs de nature mécanique (figure 7). Il 
est bien important de préciser que cette ségrégation fonctionnelle entre MOPR et DOPR ne 
s’appliquerait qu’à une activation spinale de ces récepteurs. En effet, plusieurs équipes ont 
démontré une efficacité analgésique des agonistes sélectifs de MOPR (ex :(Parsons et al.
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1989; Baamonde et al. 2005; Minami et al. 2009; Obara et al. 2009» et DOPR (voir la 
table 1 des données supplémentaires de (Gaveriaux-RufF et al. 2011) pour une revue) dans 
la réduction des douleurs thermiques et mécaniques lorsque ces agonistes sont administrés 




Figure 7: Ségrégation physique et fonctionnelle de MOPR et DOPR dans les 
afférences primaires. (Image modifiée de (Scherrer et aL 2009) Selon Scherrer et al, 
MOPR serait concentré au niveau des neurones de petit diamètre non-myélinisés 
peptidergiques (exprimant des marqueurs tels que la SP, le CGRP et le transducteur 
thermique TRPV1), alors que DOPR serait localisé au sein des neurones de petit diamètre 
non-myélinisés non-peptidergiques et au sein des neurones de plus gros diamètre 
myélinisés. En plus de cette ségrégation anatomique, MOPR et DOPR seraient impliqués 
dans le soulagement de différentes modalités de douleurs : MOPR contrôlerait 
préférentiellement des douleurs d’origine thermique, tandis que DOPR contrôlerait plus 
particulièrement les douleurs de nature mécanique.
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1.3.3 Impact de l'étude de Scherrer et aL (publiée dans Cell en 2009)
L’étude de Scherrer et collaborateurs a suscité de vives réactions. En effet, elle a eu 
d’importantes répercussions en semant le doute sur les travaux de plusieurs chercheurs 
réalisés au cours des dernières décennies. Entre autres, l’observation du manque de 
spécificité des anticorps ciblant DOPR remettait en question les nombreuses études 
effectuées antérieurement avec cet outil. De par le fait même, une incertitude planait à la 
fois sur la localisation majoritaire de DOPR au niveau de compartiments intracellulaires 
(LVCDs, RE ou autres) et les nombreux signaux que l’on avait précédemment associés à 
l’adressage membranaire de ce récepteur (voir section 1.2.5). En outre, la ségrégation 
physique de DOPR et MOPR au sein de sous-populations de neurones différentes venait 
contredire les multiples travaux qui ont observé une interaction quelconque (physique ou 
pharmacologique) entre ces 2 récepteurs opioïdergiques (voir sections 1.2.4.3 et 1.2.5.2). 
Quant à la ségrégation fonctionnelle de DOPR et MOPR, quoiqu’appuyée par la théorie de 
la spécificité (voir section 1 .1 .2 ), elle venait à l’encontre des études où une activation 
spinale sélective de DOPR a eu un effet analgésique dans des situations de douleur 
d’origine thermique (Cahill et al. 2001b; Cahill et al. 2003; Morinville et al. 2003; Kondo 
et al. 2005; Gendron et al. 2007a; Gendron et al. 2007b), et où des agonistes sélectifs de 
MOPR administrés par la voie intrathécale sont parvenus à soulager une douleur d’origine 
mécanique (Nichols et al. 1995; Sluka et al. 2002; Kondo et al. 2005; Chen et al. 2006; van 
Rijn et al. 2012).
Les résultats provocants de l’étude de Scherrer et al. ont non seulement remis en 
question l’implication de MOPR et DOPR dans le soulagement de divers types de douleurs, 
mais ont également soulevé le besoin essentiel d’un nouvel outil qui permettrait de 
visualiser DOPR, autant in vitro qu’m vivo, et qui permettrait de confirmer ou d’infirmer 
les observations précédemment réalisées à l’aide des anticorps.
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1.4 Les marqueurs d’affinité : une alternative aux anticorps
1.4.1 En quoi consistent les marqueurs d ’affinité?
Les marqueurs d’affinité sont des ligands qui possèdent une affinité si élevée pour 
certains récepteurs (ou anticorps, ou enzymes) que l’interaction ligand-récepteur est alors 
essentiellement dans une situation de non-équilibre. Leur utilité, en tant qu’outil 
pharmacologique (ou biochimique), réside en leur très faible dissociation de leur site de 
liaison sur le récepteur. Pour cette raison, plusieurs marqueurs d’affinité possèdent des 
groupements chimiques suffisamment réactifs qui résultent en une liaison covalente avec 
leur récepteur (Takemori et al. 1985). En ce qui concerne plus particulièrement les ligands 
opioïdergiques, on distingue principalement 2  types de composés : les marqueurs de 
photoaffinité et les marqueurs d’affinité de nature électrophilique. Les premiers requièrent 
une étape d’activation qui mène à la formation d’une espèce extrêmement réactive 
chimiquement. Un bon exemple de cela est la photoconversion d’un groupement chimique 
qui habituellement fait un lien réversible en un autre groupement chimique, habituellement 
un nitrène ou un carbène, qui est très réactif et se liera de façon covalente au récepteur. 
Quant aux ligands de nature électrophile, ils sont actifs de façon intrinsèque, ne requièrent 
aucune étape d’activation, mais ont plutôt un processus de liaison au récepteur qui se 
produit en 2 étapes principales. La première étape est le reflet de l’affinité du récepteur 
pour le ligand (étape de reconnaissance), alors que la seconde étape implique le juste 
alignement du centre électrophile avec un centre nucléophile compatible, situé dans un 
récepteur à proximité, et la formation de la liaison covalente (Takemori et al. 1985).
Afin de pouvoir tirer pleinement avantage de ces marqueurs d’affinité comme outil 
alternatif aux anticorps dirigés contre DOPR, il est nécessaire de trouver un moyen de 
visualiser ces ligands une fois qu’ils sont liés de façon covalente au récepteur. Pour y 
arriver, il est possible de combiner les marqueurs d’affinité avec un élément radioactif 
(souvent [3H] ou [125I]) (ex :(Moyse et al. 1986; Bochet et al. 1988), un groupement 
fluorescent (Portoghese et al. 2001) ou bien une biotine (Aldrich et al. 2009).
33
1.4.2 Applications antérieures spécifiques aux récepteurs opioïdergiques
L’utilisation de marqueurs d’affinité pour les récepteurs opioïdergiques est une 
technologie utilisée depuis plusieurs années. Parmi les nombreux ligands synthétisés au fil 
du temps, on retrouve le peptide photoactivable [125I]-azido-DTLET ([D-Thi^-Leu5]- 
Enképhaline-Thr) (Bochet et al. 1988). Cet agoniste de DOPR a entre autres été utilisé pour 
déterminer la distribution de DOPR au niveau du cerveau de rat (Pasquini et al. 1992; 
Pasquini et al. 1993), un usage qui se rapproche beaucoup à ce que l’on souhaite réaliser 
ici. Néanmoins, l’utilisation des marqueurs de photoaffinité a été rapidement limitée de par 
la susceptibilité des récepteurs opioïdergiques à être inactivés en présence des irradiations 
UV, qui sont nécessaires pour la génération des intermédiaires réactifs (Glasel et al. 1981). 
D’autres ligands peptidiques, de nature électrophile cette fois-ci, ont été synthétisés, 
notamment les dérivés enképhalinergiques DALCE ([D-Ala ,Leu ,Cys ]-enképhaline) 
(Bowen et al. 1987) et DALECK ([D-Ala2-Leu5]-enképhaline chrométhyle acétone)(Szucs 
et al. 1987), qui se lient à MOPR et DOPR, et des dérivés de la dermorphine, qui se lient à 
MOPR (Choi et al. 2003). Un point important à considérer lors de l’utilisation de ligands 
peptidiques est leur grande sensibilité aux peptidases endogènes lors d’expérimentations in 
vivo. En ce sens les peptidases ciblent plus particulièrement les liaisons amides secondaires 
du squelette peptidique, ce qui résulte en un temps de demi-vie grandement diminué lors 
d’administration in vivo (Murray et al. 2010). Par contre, de par les potentielles différences 
d’interaction survenant entre les ligands peptidiques vs non-peptidiques par rapport à un 
même récepteur, les marqueurs d’affinité peptidiques peuvent apporter des informations 
pharmacologiques complémentaires à celles obtenues avec les ligands non-peptidiques 
(Choi et al. 2003).
Concernant les marqueurs d’affinité non-peptidiques, de nombreux composés ont 
été synthétisés, mais seulement 4 ligands ayant un centre électrophile seront présentés ici. 
D’abord, le P-chlomaltrexamine (P-CNA), avec sa moutarde azotée hautement réactive, est 
un antagoniste irréversible et non-sélectif des récepteurs opioïdergiques (MOPR 
>KOPR>DOPR). En combinaison avec d’autres ligands réversibles qui servaient de 
«protecteurs», le P-CNA a été utilisé pour créer des populations quasi-homogènes d’un type 
particulier de récepteur opioïdergique (Takemori et al. 1985). Le naltrindole 5'-
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isothiocyanate (NTH), un antagoniste sélectif pour DOPR (Portoghese et al. 1990), a été 
utilisé pour bloquer irréversiblement ce récepteur in vivo (Abdelhamid et al. 1991). Par 
ailleurs, depuis le clonage des 3 types de récepteurs opioïdergiques, les marqueurs 
d’affinité de nature électrophile ont trouvé une toute nouvelle utilité en tant qu’outil 
permettant d’assister à l’identification des sites de liaisons des ligands sur leur récepteur. 
Le P-funaltrexamine (P-FNA) (Chen et al. 1996) ainsi que le SUPERFIT (cis-(+)-3- 
méthylfentanyl isothiocyanate) (Zhu et al. 1996) ont été utilisés de cette façon pour 
déterminer les résidus importants de MOPR et DOPR, respectivement, impliqués dans 
l’interaction ligand-récepteur.
En somme, une grande variété de marqueurs d’affinité, ayant pour cible les 
récepteurs opioïdergiques, a été synthétisée et utilisée comme outil pharmacologique. 
Jusqu'à présent, ce type d’outil a été d’une grande utilité pour enrichir les connaissances 
concernant la localisation des récepteurs ainsi que la caractérisation, au niveau moléculaire, 
de l’interaction de ces récepteurs avec leurs ligands.
1.4.3 Le Tyr-Tic-Phe-Phe(para-bromoacétamide)-Asp-desthiobiotine et la [D-Ala2, 
Phe(para-isothiocyanate)3]-deltorphine I-desthiobiotine: Des ligands au potentiel fort 
intéressant
En collaboration avec la Pr Jane V. Aldrich, chimiste à Kansas University, 2 
composés marqueurs d’affinité ont été obtenus : le Tyr-Tic-Phe-Phe(para-
bromoacétamide)-Asp-desthiobiotine (abrégé à TIPP-biotine)(figure 8 A) et la [D-Ala , 
Phe(para-isothiocyanate)3]-deltorphine I-desthiobiotine (abrégée à Dlt-biotine)(figure 8 B). 
Le TIPP-biotine est un dérivé du TIPP (H-Tyr-Tic-Phe-Phe-OH, où Tic = 1,2,3,4- 
tetrahydroisoquinoline-3-carboxylic acid), un ligand hautement sélectif pour DOPR 
(Schiller et al. 1992; Tourwe et al. 1998). La nature pharmacologique du TIPP dépend du 
test utilisé. Ainsi, il est considéré comme étant un agoniste lors du test de l’AMPc, puisque, 
comme tous les agonistes de DOPR, il inhibe Tactivation de Tadénylate cyclase (Martin et 
al. 2001; Martin et al. 2002; Tryoen-Toth et al. 2005). Concernant la nature 
pharmacologique du TIPP par rapport à Tactivation de la protéine G<Xj/0, elle est nettement 
moins claire. En ce sens, des études de liaison du [3 5S]-GTPyS sur des préparations de
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membranes plasmiques et microsomales ont démontré que le TIPP n’entraîne pas 
d’activation de la protéine G et donc, que ce ligand agit ici en tant qu’antagoniste de DOPR 
(Martin et al. 2002; Tryoen-Toth et al. 2005; Berezowska et al. 2012). Ceci est 
particulièrement étonnant puisqu’en dépit d’une apparente incapacité du TIPP à activer les 
protéines G dans des préparations membranaires, ce ligand engendre malgré tout 
l’inhibition de l’adénylate cyclase, tel que mentionné précédemment. Une autre observation 
d’autant plus surprenante est que l’effet du TIPP sur l’adénylate cyclase implique 
nécessairement les protéines Gaj/ 0  puisque cet effet est complètement renversé par un 
prétraitement avec la toxine pertussique, un inhibiteur des protéines Gaj/ 0 (Martin et al. 
2001). Pour expliquer ces observations contradictoires, il a été suggéré que le TIPP 
entraîne bel et bien une activation des protéines G, mais à un niveau qui n’est pas 
détectable par les méthodes et conditions utilisées lors des études de liaison du [3 5 S]-GTPyS 
sur des préparations membranaires (Martin et al. 2002). Au TIPP a été ajouté le 
groupement électrophile bromoacétamide en position 4, permettant une interaction 
covalente avec DOPR (Kumar et al. 2002). Par ailleurs, l’ajout d’un résidu aspartate à 
l’extrémité C-terminale du composé a permis le maintien de la fonction acide de cette 
extrémité, ce qui est d’une importance capitale pour l’obtention d’une haute sélectivité à 
DOPR (Schiller et al. 1992; Aldrich et al. 2009). Quant à la Dlt-biotine, elle est le premier 
marqueur d’affinité dérivé du puissant peptide [D-Ala2]-deltorphine I, agoniste hautement 
sélectif pour DOPR retrouvé chez les amphibiens. À ce peptide a été ajouté le groupement 
électrophile isothiocyanate en position 3, responsable de la liaison covalente avec DOPR 
(Aldrich et al. 2004). À ces 2 analogues peptidiques a été incorporé un dérivé de la biotine, 
la desthiobiotine, un marqueur qui permettra d’isoler et de visualiser les composés dans des 
extraits cellulaires/tissulaires et dans des tissus animaux in situ. Cette desthiobiotine a été 
ajoutée à l’extrémité C-terminale à l ’aide d’un lien de polyéthylène glycol et de 2 
groupements amines hydrophiles, afin de ne pas interférer avec les pharmacophores 
hydrophobes de l’extrémité N-terminale des composés (Kumar et al. 2003). Lorsque les 
propriétés pharmacologiques de ces 2  ligands biotinylés seront déterminées, il sera alors 
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Figure 8 : Structures chimiques du TIPP-biotine et de la Dlt-biotine. Ces ligands sont 
des dérivés peptidiques de l’antagoniste TIPP et de l’agoniste [D-Ala2]-deltorphine I, tous 
les deux hautement sélectifs pour DOPR. À ces composés a été ajouté un groupement 
électrophile, soit le bromoacétamide pour le TIPP-biotine (A), soit l’isothiocyanate, pour la 
Dlt-biotine (B), afin de permettre une interaction covalente sur un site nucléophile du 
récepteur. La desthiobiotine a été ajoutée à l’extrémité C-terminale de ces ligands. Servant 
de marqueur, ce dérivé de la biotine est séparé des pharmacophores par un polyéthylène 
glycol auquel ont été ajoutés 2  groupements amines hydrophiles, dans le but d’éviter de 
nuire à l’interaction ligand-récepteur.
2. Ob je c t if  d u  t r a v a il
En résumé, 2 hypothèses ont été proposées. D’une part, des études de microscopie 
électronique ont observé une localisation majoritairement intracellulaire de DOPR au sein 
des populations neuronales (Cahill et al. 2001b; Gendron et al. 2006). Cette distribution 
particulière pourrait d’ailleurs expliquer le faible pouvoir analgésique des agonistes DOPR 
lorsqu’ils sont administrés chez des animaux sains (Cahill et al. 2001b). Il a été remarqué 
que plusieurs signaux, dont une stimulation répétée de MOPR (Cahill et al. 2001b; 
Gendron et al. 2006), augmente la densité membranaire de DOPR. Cette augmentation du 
trafic cellulaire de DOPR est corrélée avec une augmentation des propriétés analgésiques 
des agonistes sélectifs ciblant ce récepteur et est dépendante de l’expression de MOPR 
(Morinville et al. 2003). Ces observations laissent supposer la présence d’une interaction 
quelconque entre MOPR et DOPR. En ce sens, des études, dont quelques-unes basées sur 
l’utilisation d’anticorps, ont suggéré une colocalisation de ces 2  récepteurs au sein des 
mêmes sous-populations de neurones (Cheng et al. 1997; George et al. 2000; Gomes et al.
2000) et même une interaction directe entre ces 2 récepteurs (Gomes et al. 2003; Hasbi et 
al. 2007). Leur expression au sein des mêmes sous-populations neuronales laisse présager 
que Tactivation de MOPR ou DOPR est apte à soulager les mêmes modalités de douleurs.
D’autre part, l’étude de Scherrer et al. est venue remettre en question toutes ces 
observations. À prime abord, cette étude a mis en doute la spécificité des anticorps 
commerciaux ciblant DOPR, remettant ainsi en question les travaux réalisés avec cet outil. 
Les auteurs de cette étude ont d’ailleurs observé que DOPR est exprimé de façon 
constitutive à la membrane des neurones, contrairement à ce qui avait été préalablement 
décrit. En outre, ils ont aussi observé une ségrégation physîique et fonctionnelle entre 
DOPR et MOPR : le premier serait exprimé par les neurones myélinisés et non-myélinisés 
non-peptidergiques et soulagerait préférentiellement les douleurs d’origine mécanique, 
alors que le second serait exprimé par les neurones non-myélinisés peptidergiques et 
soulagerait préférentiellement les douleurs d’origine thermique. (Scherrer et al. 2009)
Face à ces 2 hypothèses diamétralement opposées, des clarifications s’imposent. 
Dans un premier temps, il est nécessaire de trouver un outil alternatif à l’utilisation des
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anticorps ciblant DOPR. Idéalement, cet outil doit permettre la visualisation de la 
distribution de ce récepteur autant au niveau des cellules que des tissus animaux. Pour ce 
faire, les propriétés pharmacologiques de 2 ligands biotinylés, le TIPP-biotine et la Dlt- 
biotine, seront déterminées. Dans un second temps, à l’aide d’études d’électrophysiologie 
in vivo et d’immunohistochimies, l’implication de MOPR (article inclus dans ce mémoire) 
et de DOPR dans les mêmes modalités de douleurs sera mise en évidence.
3. M éth o d es  h o r s  a r t ic l e  : c a r a c t é r isa t io n
PHARMACOLOGIQUE DE 2 LIGANDS BIOTINYLÉS CIBLANT DOPR
3.1 Culture cellulaire de GH3-DOPR et de DRG-F11 DOPR-GFP
Des cellules GH3 {growth hormone, tumeur hypophysaire de rat) exprimant le 
DOPR de souris ont été fournies par le Pr Paul L. Prather (University of Arkansas for 
Medical Sciences, Little Rock, Arkansas) (Prather et al. 2000). Des cellules DRG-F11 
(produit d’une fusion entre des cellules de neuroblastome de souris avec des DRGs de rat) 
ont été précédemment transfectées au laboratoire par Dave Dubois avec une construction 
DOPR-GFP (DOPR de souris) qui provenait du laboratoire du Pr Rüdiger Schulz 
(University of Munich, Allemagne) (Schulz et al. 2002). Ces 2 types cellulaires ont été 
cultivés dans un milieu DMEM (Dulbecco’s modified eagle medium) supplémenté avec 
10% de FBS {fetal bovine serum) et 50 mg/1 de gentamicine. Les cellules ont été cultivées 
dans un incubateur où la température est maintenue à 37°C et l’atmosphère humidifiée est 
constituée de 95% d’oxygène et 5% de dioxyde de carbone.
3.2 Essais de liaison par compétition
Des essais de liaison par compétition ont été réalisés sur des extraits membranaires 
de cellules GH3 -DOPR dans le but de déterminer l’affinité du TIPP-biotine et de la Dlt- 
biotine envers DOPR. Pour ces essais, les cellules ont été récoltées dans du tampon 
phosphate salin (PBS), puis centrifugées. Les cellules précipitées ont été resuspendues dans 
le tampon A d’extraction (10 mM phosphate de potassium, pH 7.2) et centrifugées à 40 000 
g pour 10 minutes à 4°C. Le culot résultant a été resuspendu dans le tampon A, incubé sur 
glace pendant 20 minutes, puis centrifugé à 800 g pour 5 minutes à 4°C. Cette fois-ci, le 
surnageant a été conservé, alors que le culot a été resuspendu à nouveau dans le tampon A 
afin de répéter l’étape de centrifugation à 800 g 2  autres fois, toujours en conservant le 
surnageant. L’ensemble du surnageant ainsi récolté a été centrifugé à 40 000 g pour 10 
minutes à 4°C. Suite à cette centrifugation, le culot a été resuspendu dans le tampon B
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d’extraction (tampon A + 0.32 M saccharose + 5 mM acide éthylène diamine tétraacétique 
(EDTA)) et les protéines ont été dosées selon la méthode de Lowry (DC Protein Assay, 
Bio-Rad). Les échantillons ont par la suite été congelés à -80°C jusqu’à leur utilisation.
La [3H]-Dlt II ([tyrosyl-3,5-3H]-(D-Ala2)-deltorphine II; activité spécifique de 44.2 
Ci/mmol; PerkinElmer) a été utilisée pour marquer sélectivement DOPR. Les essais de 
liaison ont été réalisés dans du tampon Tris 50 mM pH 7.4, dans des tubes de 
polypropylène de 5 ml. Dans ces tubes ont été ajoutés le ligand chaud [ H]-Dit II à une 
concentration fixe de 1 nM, le ligand froid (non-radioactif) à des concentrations croissantes 
(TIPP-biotine 3xl0 ' 12 M à lxlO ' 5 M, ou Dlt-biotine lxlO ' 11 M à lxlO "5 M), ainsi que la 
préparation de membranes (50 pg de protéines par point). Afin de déterminer les liaisons 
non-spécifiques de la [3H]-Dlt II, dé la Dit II lxlO ' 5 M froide a été utilisée. Le tout a été 
incubé dans un bain à 37°C pendant 60 minutes. Suite à cette incubation, la réaction dans 
chacun des tubes a été arrêtée par l’ajout de tampon Tris froid. À l’aide d’un système 
d’aspiration, le contenu des tubes a été filtré sur un filtre de microfibres GF/C et celui-ci a 
été lavé avec du tampon Tris froid. Les filtres ont été récupérés, séchés et déposés dans du 
liquide à scintillation. La radioactivité présente sur ces filtres a été quantifiée à l’aide d’un 
compteur à rayonnement beta (Beckman LS6500). Trois essais ont été réalisés et chacun 
des points a été reproduit en triplicata dans chacun de ces essais. Les données obtenues ont 
été analysées à l’aide d’une régression non-linéaire. L’affinité apparente (IC50) du ligand 
froid, c’est-à-dire la concentration de ligand froid nécessaire pour déplacer 50% du ligand 
chaud lié à DOPR, a été déterminée directement sur le graphique représentant le % de 
liaison spécifique du ligand chaud en fonction du logarithme de la concentration molaire du 
ligand froid ajouté. Puisque les ligands froids utilisés ici lient DOPR de façon covalente, 
une situation d’équilibre n’est jamais atteinte. Il n ’est donc pas possible de déterminer une 
valeur d’affinité réelle (K;) à l’aide de la correction de Cheng-Prusoff.
3.3 Essais de liaison par saturation (TIPP-biotine seulement)
Ces essais ont été réalisés sur des extraits membranaires de cellules GH3-DOPR 
avec le TIPP-biotine seulement. Ils avaient pour but de déterminer la proportion de DOPR 
que ce ligand occupe suite à une incubation de 60 minutes en présence du récepteur.
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Brièvement, un premier essai de liaison a été réalisé sur des membranes n’ayant subi aucun 
traitement avec le TIPP-biotine. Un second essai de liaison par saturation a été réalisé en 
parallèle sur des membranes qui ont été préalablement incubées pendant 60 minutes en 
présence de 100 nM de TIPP-biotine.
Les extraits membranaires ont été préparés tel que précédemment décrit pour les 
essais de liaison par compétition (voir section 3.3, 1er paragraphe). Ceux-ci ont été 
resuspendus dans du tampon Tris 50 mM pH 7.4 et la préparation de membranes ainsi 
obtenue a été séparée équitablement dans 2 tubes de polypropylène de 15 ml. Dans un des 2 
tubes, le TIPP-biotine a été ajouté à une concentration finale de 100 nM. Les 2 suspensions 
de membranes (avec et sans TIPP-biotine) ont été incubées dans un bain à 37°C pendant 60 
minutes. Suite à cette incubation, les suspensions membranaires ont été centrifugées à 
40 000 g pendant 10 minutes, resuspendues dans du tampon Tris pH 7.4 pour 5 minutes, 
puis centrifugées à nouveau à 40 000 g pour 10 minutes. Les 2 culots obtenus ont été 
resuspendus dans du tampon Tris 50 mM pH 4.0 pendant 10 minutes. Cette étape consiste 
en un lavage acide et a pour but d’entraîner la dissociation et l’élution des molécules qui ne 
sont pas liées de façon covalente à DOPR. Après ce lavage acide, les extraits ont été 
centrifugés à 40 000 g pour 10 minutes et resuspendus dans du tampon Tris pH 7.4. Ces 
dernières étapes de centrifugation et de resuspension du culot ont été répétées deux autres 
fois. Suite à la dernière centrifugation, les membranes ont été resuspendues dans le tampon 
B d’extraction (voir section 3 .3 ,1er paragraphe) et ont été congelées à -80°C pour la nuit.
Le lendemain, des essais de liaison par saturation ont été réalisés sur les 2 extraits 
membranaires (avec et sans TIPP-biotine). Ces essais ont été réalisés dans du tampon Tris 
50 mM, pH 7.4., dans des tubes de polypropylène de 5 ml. Dans ces tubes ont été ajoutés la 
[3H]-Dlt II à des concentrations croissantes variant de 0.02 nM à 16.00 nM ainsi que la 
préparation de membranes (50 pg de protéines par point). Les liaisons non-spécifiques du 
ligand chaud ont été déterminées par l’ajout de Dit II à une concentration finale fixe de 
lxlO ' 6  M. Le tout a été incubé dans un bain à 37°C pendant 60 minutes. Suite à cette 
incubation, la réaction dans chacun des tubes a été arrêtée par l’ajout de tampon Tris froid. 
À l’aide d’un système d’aspiration, le contenu des tubes a été filtré sur un filtre de 
microfibres GF/C et celui-ci a été lavé avec du tampon Tris froid. Les filtres ont été 
récupérés, séchés et déposés dans du liquide à scintillation. La radioactivité présente sur ces
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filtres a été quantifiée à l’aide d’un compteur à rayonnement beta (Beckman LS6500). Un 
seul essai a été réalisé et chacun des points a été reproduit en duplicata dans cet essai. Les 
liaisons spécifiques ont été calculées par cette formule : (liaisons totales mesurées -  liaisons 
non spécifiques). La moyenne des différences obtenues entre les liaisons spécifiques des 3 
derniers points de ces 2  essais de saturation (où la concentration du ligand radioactif est de 
4, 8  et 16 nM) a ensuite été utilisée pour déterminer la proportion de DOPR que le TIPP 
occupait de façon irréversible (liaison résistante au lavage acide).
3.4 Visualisation de l'internalisation in vitro de DOPR en microscopie confocale
Ces essais d’intemalisation de DOPR avaient pour but de déterminer si les ligands 
biotinylés ont la capacité d’intemaliser DOPR. Ils ont été réalisés sur les cellules DRG-F11 
DOPR-GFP qui ont été cultivées dans des pétris de 35 mm ayant des lamelles de verre 
intégrées dans le fond (MatTek corporation). Les lamelles de verre étaient préalablement 
traitées pendant 60 minutes avec de la poly-L-lysine 25 pg/ml afin d’aider à l’adhésion des 
cellules sur la surface de verre. Les expériences ont été réalisées lorsque les cellules avaient 
une confluence d’environ 50%, c’est-à-dire de 2 à 3 jours suite à l’ensemencement des 
cellules sur les pétris de 35 mm. Lors des essais d’intemalisation, le milieu de culture était 
tout d’abord remplacé par du tampon Earle’s (140 mM NaCl, 5 mM KC1, 1.8 mM CaCL, 
0.9 mM MgCL, 25 mM d’acide 4-(2-hydroxyéthyl)-l-piperazineéthanesulfbnique 
(HEPES), 0.2% d’albumine de sérum bovin (BSA) et 0.09% de glucose). Les cellules ont 
été observées, à température de la pièce (TP), à l’aide d’un microscope Olympus 1X81 doté 
d’une plateforme motorisée ProScan II (Prior Scientific) et d’une unité de scanner 
confocale CSU-X1 (Yokogawa) (technologie du spinning disk). L’objectif utilisé était un 
objectif de 60x U Plan S-Apo (1.35NA) à immersion à l’huile. Les images ont été acquises 
à des intervalles de 30 secondes avec une caméra QuantEM-512SC (Photometries) et à 
l’aide du logiciel MetaMorph (Molecular Devices). Pour chacun des essais, 3 sites 
différents pour chaque pétri ont été simultanément enregistrés. Les ligands (Dit II 100 nM, 
TIPP-biotine 1 pM ou Dlt-biotine 10 pM) ont été ajoutés 3 minutes après le début de 
l’enregistrement et la durée totale de l’enregistrement était de 25 minutes (durée de la 
stimulation avec les ligands : 22 minutes). La Dit II 100 nM a ici été utilisée comme
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contrôle positif. Dans certains essais, le TIPP-biotine a d’abord été ajouté, puis la Dit II a 
été ajoutée pour 30 minutes supplémentaires (durée totale de l’enregistrement dans ce cas- 
ci : 55 minutes). Ces derniers essais ont été réalisés afin de s’assurer que le TIPP-biotine 
liait bel et bien DOPR dans les conditions expérimentales utilisées.
3.5 Précipitation in vitro de DOPR et buvardage de type Western (TIPP-biotine 
seulement)
Cet essai préliminaire a été réalisé sur des cellules HEK293 (Human embryonic 
kidney) transfectées avec le DOPR humain fusionné avec la glycoprotéine hémagglutinine 
(HA) à l’extrémité N-terminale. Un pétri de 100 mm2 à environ 80% de confluence de ces 
cellules HEK HA-hDOPR a été utilisé. Le milieu de culture de ce pétri a été aspiré et les 
cellules ont été délicatement lavées avec du tampon de Sorensen salin 0.01 M (SPBS 0.01 
M pH 7.4 : 1.8 mM de NaH2P0 4 H20  + 8.2 mM de Na2HP0 4  + 0.9% NaCl). Les cellules 
ont par la suite été décollées, recueillies dans un tube de polypropylène de 50 ml et 
soniquées. La suspension cellulaire ainsi obtenue a été divisée dans 2 tubes de 10 ml et ces 
2 tubes ont été centrifugés à 56 000 g pour 10 minutes, (rotor d’ultracentrifugeuse Beckman 
50TI). Les 2 culots obtenus ont été resuspendus ensemble dans du SPBS 0.01 M + BSA 
5%. Cette suspension de membranes a ensuite été divisée dans 4 tubes. Deux de ces 4 tubes 
ont reçu du TIPP-biotine 20 nM. Les 4 tubes (2 tubes avec et 2 tubes sans TIPP-biotine) ont 
été déposés sur une plateforme agitatrice pendant 60 minutes à TP. Suite à l’incubation, les 
tubes ont été centrifugés (56 000 g pour 10 minutes), les culots obtenus ont été resuspendus 
dans du SPBS 0.01 M + BSA 5%, centrifugés à nouveau et resuspendus dans du SPBS + 
BSA + triton 1%. Les extraits membranaires ont ensuite été transférés dans 4 Eppendorfs et 
le tout a été laissé sur une plateforme agitatrice pour 60 minutes. Deux Eppendorfs (un avec 
TIPP-biotine et l’autre sans TIPP-biotine) ont été incubés avec l’anticorps anti-HA (Roche, 
12CA5, lot : 10942900) à raison de 2 pg/ml pour 30 minutes à TP. Les 2 autres Eppendorfs 
ont été laissés tel quel. Pendant ce temps, les microbilles d’avidine-agarose (Monomeric 
Avidin UltraLink Resin, lot : LK151942, Pierce) et de protéine A-sépharose (rProtein A 
Sepharose Fast Flow, lot : 10004695, GE Healthcare) ont été réhydratées (1:1) dans du 
SPBS + BSA, le tout a été centrifugé 1 minute à 92 g et la moitié du surnageant a été
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retirée. Ces étapes ont été répétées 3 autres fois (total de 4 lavages). Les Eppendorfs qui ont 
été incubés avec Fanti-HA ont reçu des microbilles protéine A-sépharose pour procéder à 
F immunoprécipitation (IP), alors que les 2 autres Eppendorfs ont reçu des microbilles 
d’avidine-agarose pour le pull-down. Le tout a été incubé pendant 30 minutes avec 
agitation à TP. Les microbilles ont ensuite été lavées 3 fois avec SPBS + BSA + triton, avec 
des centrifugations de 1 minute à 92 g entre chaque lavage et une dernière centrifugation de 
2 minutes à 576 g. Le maximum de surnageant dans chacun des tubes a été enlevé et les 
microbilles ont été conservées pour le buvardage de type Western.
Pour le buvardage de type Western, du tampon d’échantillon 1.5x (0.094 M Tris pH 
6 .8 , 3% dodécylsulfate de sodium (SDS), 15% glycérol, 15% (3-mercaptoéthanol et bleu de 
bromophénol 0.019%) a été ajouté aux microbilles. Les échantillons ont été bouillis 
pendant 5 minutes et centrifugés légèrement pour faire retomber la condensation présente 
sur les parois. Les tubes ont été touillés légèrement, puis centrifugés 2 minutes à 9 223 g. 
Les surnageants ont été utilisés pour une électrophorèse sur gel de polyacrylamide en 
présence de SDS (SDS-PAGE). Pour ce faire, des gels contenant 5% (gel concentrateur) et 
1 0 % (gel séparateur) d’acrylamide ont été préparés à partir de solutions-mères d'acrylamide 
40% et de N,N-méthylène-bisacrylamide 2%. Les gels ont été polymérisés par l’addition de 
tetraméthyléthylènediamine (TEMED) et de persulfate d’ammonium. Le gel résultant a été 
immergé dans du tampon d’électrophorèse (0.025 M Tris, 0.192 M glycine, 0.1% SDS) et 
les surnageants récoltés ont été déposés dans les puits. L’électrophorèse s’est produite à 
150 V et a été arrêtée dès que le bleu de bromophénol sortait du gel séparateur. Les 
protéines ont ensuite été transférées sur une membrane de PVDF (fluorure de 
polyvinylidène) préalablement activée. La membrane a été bloquée avec de la gélatine 1% 
dissoute dans du TBS-T (tampon tris salin, tween 20 : 50 mM tris, 150 mM NaCl, 0.2% 
Tween 20) pendant 60 minutes. La révélation a été effectuée avec le kit ABC (Vectastain 
Elite, Vector Laboratories) par chimiluminescence.
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3.6 Visualisation de DOPR par buvardage de type Western dans des homogénats de 
moelle épinière de rats et de souris (TIPP-biotine seulement)
3.6.1 Extraits totaux
Ces expériences ont été réalisées sur des rats mâles Sprague-Dawley (Charles River) 
ainsi que sur des souris mâles C57BL/6J de type sauvage (WT) et DOPR-KO ( lerexon du 
gène codant pour DOPR a été délété). Les souris utilisées proviennent du laboratoire du Pr 
Laura S. Stone (Université McGill, Montréal), qui se les ait elle-même appropriées à la 
compagnie The Jackson Laboratory. Toutes les expériences réalisées étaient en accord avec 
le comité de protection des animaux de l’Université de Sherbrooke. Les animaux ont été 
sacrifiés et leur moelle épinière a été récupérée par hydroéjection, pour les rats, et par 
laminectomie, pour les souris. Les moelles récupérées ont été homogénéisées à l’aide d’un 
polytron (PT 10-35, Capitol Scientific), puis les homogénats ont été centrifugés à 26 000 g 
pendant 15 minutes. Les culots ont été resuspendus dans du tampon Tris 50 mM pH 7.4 + 
inhibiteurs de protéases (Complete EDTA-free, Roche Applied Science) et chauffés dans 
un bain à 25°C pendant 30 minutes. Les homogénats ont ensuite été centrifugés à 26 000 g 
pendant 15 minutes. Les culots ont été resuspendus dans du tampon Tris + inhibiteurs de 
protéases + 0.32 M saccharose et les échantillons ont ensuite été aliquotés, puis congelés à - 
80°C jusqu’à leur utilisation.
Le jour de l’expérimentation, les échantillons ont été décongelés à TP, puis ils ont 
été centrifugés à 27 000 g à 4°C pendant 15 minutes. Les culots obtenus ont été 
resuspendus dans du Tris + inhibiteurs de protéases et un dosage des protéines a été réalisé 
par la méthode de Lowry. Les volumes requis pour avoir 400 pg de protéines pour les 
homogénats de rats et 2 0 0  pg de protéines pour les homogénats de souris ont été prélevés et 
dilués dans du Tris + inhibiteurs de protéases. Pour poursuivre, les échantillons ont été 
divisés en plusieurs tubes (3 tubes pour chaque type d’animal, total de 9 tubes). Un tube de 
chaque type d’animal utilisé (3 tubes au total : rat, souris WT et souris DOPR-KO) a été 
incubé avec du naltrindole isothiocyanate (NTII) (Sigma-Aldrich) 10 pM pendant 60 
minutes à TP. Après cette incubation, ces 3 tubes ainsi que 3 autres tubes (encore une fois, 
un tube de chaque type d’animal utilisé) ont été incubés pendant 4hrs en présence du TIPP-
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biotine 1 nM à TP. Ensuite, les 9 tubes ont été centrifugés à 27 000 g pendant 15 minutes. 
Les culots ont été resuspendus dans du Tris + inhibiteurs de protéases, puis dilués dans du 
tampon d’échantillon lx (0.063 M Tris pH 6 .8 , 2% SDS, 10% glycérol, 10% P- 
mercaptoéthanol, 0.013% bleu de bromophénol). Les échantillons ont été déposés sur un 
gel SDS-PAGE 10% et l’électrophorèse a été réalisée telle que précédemment décrite (voir 
section 3.5). Les protéines ont été transférées sur des membranes de PVDF. Ces dernières 
ont été bloquées dans de la gélatine 1% et le tout a été révélé avec le kit ABC par 
chimiluminescence.
3.6.2 Précipitation du DOPR endogène
Des essais préliminaires similaires à ceux réalisés sur les cellules HEK HA-DOPR 
(section 3.5) ont été effectués sur des homogénats de moelle épinière de rats. Brièvement, 4 
tubes (200 pg de protéines chacun) ont été préparés tel que décrit dans la section 3.6.1. Les 
homogénats ont été incubés pendant 60 minutes à TP en absence ou en présence de 20 nM 
de TIPP-biotine. Une première série d’échantillons (extraits avec et sans TIPP-biotine) a été 
incubée avec un anticorps maison (lapin anti-rat DOPR(3-17) F8702) 4 pg/ml pendant 30 
minutes à TP. Ces mêmes échantillons ont par la suite été immnunoprécipités avec les 
microbilles de protéine A-sépharose. Sur une deuxième série d’échantillons (extraits avec et 
sans TIPP-biotine), un essai pull-down a été effectué avec les microbilles d’avidine- 
agarose. Les protéines précipitées ont été séparées sur gel SDS-PAGE 10%, transférées sur 
une membrane de PVDF et révélées par chimiluminescence, soit avec le kit ABC, ou bien 
avec la NeutrAvidin-HRP (Horseradish Peroxydase) (1:20 000) (Thermo Scientific).
3.7 Liaison du TIPP-biotine sur des coupes de moelle épinière de rats et de souris
De même que pour la section précédente, des rats mâles Sprague-Dawley ainsi que 
des souris mâles C57BL/6J WT et DOPR-KO ont été utilisés pour ces essais. Les animaux 
ont été perfusés avec une solution de tampon phosphate (PB) 0.1 M contenant 4% de 
paraformaldéhyde (PFA) (500 ml/animal intraaortique pour les rats et 30 ml/animal
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intracardiaque pour les souris). Les moelles épinières ont été recueillies par hydroéjection 
(rats) ou par laminectomie (souris) et ont été déposées dans une solution de saccharose 30% 
pendant 48 hrs. Le segment lombaire de chacune des moelles a été prélevé, congelé dans 
l’isopentane à -50°C et entreposé à -80°C jusqu’à leur utilisation.
Le jour de l’expérimentation, des coupes d’une épaisseur de 30 pm de moelle 
épinière ont été réalisées à l’aide d’un microtome et déposées dans du Tris 50 mM pH 7.4. 
Pour les rats, certaines sections ont été incubées avec le NTII 10 jiM pendant 4hrs à TP et 
ont ensuite été incubées toute la nuit avec le TIPP-biotine 1 nM à 4°C. D’autres coupes de 
moelle de rats ont été seulement incubées avec le TIPP-biotine, et d’autres encore ont été 
incubées en l’absence du ligand biotinylé. Pour les souris, des sections de moelle des souris 
WT et DOPR-KO ont été incubées avec le TIPP-biotine, selon les mêmes conditions que 
pour les rats. Les sections de moelle épinière des rats et des souris ont ensuite été incubées 
pendant 2 0  minutes dans une solution de H2 O2 1 % et ont été lavées jusqu’à disparition 
complète des biilles. Les moelles ont été incubées pendant 60 minutes avec le kit ABC et 
révélées par l’ajout du substrat diaminobenzidine (DAB) 0.22 mg/ml auquel avait été ajouté 
du H2O2 0.01% et du nickel 0.05%. Suite à la révélation, les coupes ont été montées sur 
lames (Histobond+) et ont été déshydratées dans un gradient croissant d’éthanol et de 
xylène. Pour finir, des lamelles ont été apposées sur les lames à l’aide de Permount. Les 
images ont été acquises à l’aide d’un microscope Leica DM 4000B doté d’une caméra 
InfinityX.
4. R é su l t a t s  h o r s  a r t ic l e  : c a r a c t é r isa t io n
PHARMACOLOGIQUE DE 2 LIGANDS BIOTINYLÉS CIBLANT DOPR
4.1 Affinité des ligands biotinylés pour DOPR
Dans le but de caractériser les 2 ligands biotinylés, leur affinité pour DOPR a 
d’abord été déterminée à l’aide d’essais de liaison par compétition. Lors de ces essais, des 
concentrations croissantes de TIPP-biotine (3xlO'12M à 1x10'5M) et de Dlt-biotine (lx lO 11 
M à lx l0 ‘5 M) ont compétitionné avec le ligand radioactif [3H]-Dlt II. La figure 9 
représente les courbes des essais de liaison effectués avec le TIPP-biotine (figure 9A) et la 
Dlt-biotine (figure 9B) sur des extraits membranaires de cellules GH3 -DOPR. On peut y 
voir le pourcentage de liaison du ligand radioactif sur DOPR en fonction du logarithme de 
la concentration molaire des ligands biotinylés. Le graphique du TIPP-biotine présente une 
tendance sigmoïdale caractéristique des essais de liaison par compétition. En ce sens, les 2 
plateaux, celui du bas et du haut, sont bien visibles. Le plateau du haut est représentatif de 
la liaison de la [3H]-Dlt II en l’absence du TIPP-biotine, alors que celui du bas représente la 
liaison non-spécifique de la [3H]-Dlt II. Le TIPP-biotine présente une affinité apparente 
élevée pour DOPR, puisque la moyenne des IC5 0 obtenus lors de 3 essais indépendants est 
de 8 . 6  ± 5.1 nM. En ce qui concerne le graphique de la Dlt-biotine, la tendance sigmoïdale 
n’est pas observée, puisque le plateau du bas est manquant. Cependant, il est fort possible 
que ce plateau aurait été obtenu si des concentrations plus élevées de ce ligand avaient été 
utilisées. L’affinité apparente moyenne de la Dlt-biotine envers DOPR est de 743 ± 245 
nM. Ce dernier ligand possède donc nettement moins d’affinité (environ 8 6  fois moins) que 
le TBPP-biotine. Ceci explique pourquoi les expériences qui suivent ont été effectuées 
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Figure 9: Courbes de liaison par compétition du TIPP-biotine et de la Dlt-biotine 
contre la [3 H]-Dlt II sur des extraits membranaires de cellules GH3 -DOPR. L’affinité 
pour DOPR des 2 ligands biotinylés a été déterminée par leur capacité à compétitionner 
avec une concentration fixe (1 nM) du ligand radioactif [3 H]-Dlt II sur des extraits 
membranaires de cellules GH3 transfectées avec DOPR. Le TIPP-biotine (A) et la Dit- 
biotine (B) ont été utilisés à des concentrations croissantes variant de 3x10' M à 1x10' M 
et de lx lO 11 M à lxlO' 5 M, respectivement. Les IC5 0 , représentant l’affinité apparente des 
ligands pour DOPR, sont inscrits sur les graphiques. Les résultats représentent la moyenne 
de 3 essais indépendants (moyenne ± SEM). Le TIPP-biotine possède une affinité 
apparente de 8 . 6  nM, alors que l’affinité de la Dlt-biotine pour DOPR est de 743 nM.
4.2 Capacité des ligands biotinylés à internaliser DOPR
Des essais d’intemalisation in vitro sur cellules DRG-F11 DOPR-GFP ont été 
réalisés afin d’évaluer la capacité du TIPP-biotine et de la Dlt-biotine à internaliser DOPR. 
La stimulation des cellules avec la Dit II 100 nM a entraîné une forte internalisation des 
récepteurs (figure 10A). Cet essai représente donc le contrôle positif et indique que ces 
cellules sont aptes à internaliser DOPR-GFP en présence d’une stimulation. À l’opposé, 
lorsque les cellules sont stimulées pendant 22 minutes avec le TIPP-biotine, aucune 
internalisation de DOPR n’a été observée (figure 10B). Afin de savoir si cette absence 
d’effet était bel et bien engendrée par les propriétés intrinsèques du ligand biotinylé, et non 
parce que ce ligand n’avait, en fait, tout simplement pas lié le récepteur, de la Dit I I 100 nM 
a été ajoutée pour 30 minutes supplémentaires. La forte internalisation de DOPR 
normalement engendrée par la Dit II a été bloquée par la présence du TIPP-biotine (figure
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10C). Ceci confirme donc que ce dernier lie DOPR, sans toutefois induire l’internalisation 
de ce récepteur. Concernant la Dlt-biotine, une stimulation de 22 minutes à une 
concentration de 10 pM n’entraîne qu’une très faible internalisation de DOPR (figure 10D).
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Figure 10: Capacité des ligands biotinylés à internaliser DOPR sur des cellules DRG- 
F ll  DOPR-GFP. A) Les cellules DRG-F11 exprimant DOPR-GFP ont été stimulées avec 
de la Dit II 100 nM pendant 22 minutes. Cette stimulation a entraîné une forte 
internalisation de DOPR. B) Les cellules ont été stimulées pendant 22 minutes avec le 
TIPP-biotine 1 pM. Aucune internalisation de DOPR n’a été observée. C) Les cellules ont 
été préalablement stimulées avec le TIPP-biotine 1 pM pendant 22 minutes, puis 100 nM 
de Dit II ont été ajoutés pour 30 minutes supplémentaires. La forte internalisation de DOPR 
normalement engendrée par la Dit II est, dans ce cas-ci, bloquée par la présence du TIPP- 
biotine. D) Les cellules ont été stimulées avec 10 pM de Dlt-biotine pendant 22 minutes. 
Cette stimulation n’a entraîné qu’une très faible internalisation de DOPR.
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4.3 Taux d’occupation de DOPR par le TIPP-biotine
Des essais de liaison par saturation ont été réalisés sur des extraits membranaires de 
cellules GH3 -DOPR afin de déterminer la proportion de DOPR que le TIPP-biotine occupe 
suite à un prétraitement de 60 minutes. Un premier essai de liaison par saturation a été 
réalisé sur des membranes n’ayant subi aucune incubation avec le TIPP-biotine (figure 
11 A). Quant au second essai de liaison par saturation, il a été réalisé sur des membranes qui 
ont été préalablement incubées avec du TIPP-biotine 100 nM pendant 60 minutes (figure 
11B). Avant de procéder aux essais, les 2 extraits ont subi un lavage acide afin d’éluer 
toutes les molécules qui n’étaient pas liées de façon covalente sur les récepteurs. Comme 
tout autre essai de liaison par saturation, il est possible d’observer que les liaisons totales 
(non-spécifiques + spécifiques) et non-spécifiques du ligand radioactif ne sont pas 
saturables (figures 11A et B). Les liaisons spécifiques du ligand radioactif ont été 
déterminées pour les 2  essais de liaison par saturation et sont représentées dans la figure 
11C. Il est à noter que les membranes prétraitées au TIPP-biotine présentent une liaison 
spécifique du ligand radioactif qui est moindre comparativement aux membranes prétraitées 
en l’absence du TIPP-biotine (figure 11C). Ceci suggère que le TIPP-biotine s’est bel et 
bien lié aux récepteurs présents dans l’extrait de membranes, et que cette liaison est de 
nature covalente puisqu’elle est résistante à un lavage acide. Par ailleurs, alors que la 
liaison spécifique du ligand radioactif tend vers l’obtention d’un plateau dans l’extrait qui 
n’a pas été traité avec le TIPP-biotine (effet de saturation des récepteurs), la liaison 
spécifique obtenue dans l’extrait qui a été prétraité avec le TIPP-biotine ne sature pas 
(figure 11C). La moyenne des différences entre les 3 derniers points (concentrations de 4, 8  
et 16 nM du ligand radioactif) des liaisons spécifiques de ces 2 essais de liaison par 
saturation a été utilisée pour déterminer que le TIPP-biotine occupe environ 87% des 
récepteurs DOPR présents dans les extraits membranaires suite à 60 minutes de 
prétraitement.
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Figure 11: Courbes de liaison par saturation de la [3 H]-Dlt II sur des extraits 
membranaires de cellules GH3 -DOPR prétraités en absence ou en présence du TIPP- 
biotine. Ces essais ont été réalisés afin de déterminer la proportion de DOPR que le TIPP- 
biotine occupe suite à un prétraitement de 60 minutes avec les extraits membranaires. A) 
Un premier essai de liaison par saturation a été réalisé sur des membranes ayant subi un 
prétraitement en l'absence du TIPP-biotine. B) Un second essai de liaison par saturation a 
été réalisé sur des membranes ayant été préalablement traitées pendant 60 minutes avec 1 0 0  
nM de TIPP-biotine. C) La différence dans les liaisons spécifiques de ces 2 essais de 
saturation a ensuite été utilisée pour déterminer que le TIPP-biotine occupe environ 87% 
des récepteurs et que cette liaison est de nature covalente (résistante à un lavage acide).
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4.4 Précipitation in vitro de DOPR et visualisation avec le TIPP-biotine
Des essais préliminaires ont été effectués sur des extraits membranaires de cellules 
HEK HA-hDOPR préparés par sonication suivie d’une série de centrifugations. Ces 
expériences avaient pour but de comparer ce qui pouvait être immunoprécipité avec une 
combinaison anti-HA/protéine A-sépharose comparativement à un pull-down avec des 
microbilles d’avidine-agarose, et ce, dans des échantillons prétraités ou non avec le TIPP- 
biotine. Les 2 méthodes de précipitation ont obtenu des résultats identiques : dans les 
échantillons pré-incubés avec le TIPP-biotine, 5 bandes absentes des échantillons sans 
TIPP-biotine apparaissent. Ces bandes ont un poids moléculaire (PM) calculé de : 55.5, 
51.8, 43.1, 38.4 et 35.1 kDa (figure 12). Le PM prédit de DOPR, basé sur sa taille 
polypeptidique, est de 40 kDa (Petaja-Repo et al. 2000). Toutefois, comme bien d’autres 
RCPG, DOPR subit certaines modifications post-traductionelles qui peuvent faire varier 
son PM. Ainsi, les formes matures de DOPR sont celles qui ont des JV-glycosylations, 
faisant varier son PM à 55 kDa (2 sites iV-glycosylés) et à 50 kDa (1 site jV-glycosylé) 
(Petaja-Repo et al. 2000), ce qui se rapproche grandement des bandes obtenues à 55.5 et 
51.8 kDa (figure 12). Par ailleurs, DOPR possède aussi des formes immatures, qui sont 
possiblement retenues dans le RE jusqu’à leur maturation complète. Ces formes immatures 
peuvent avoir des PM se situant à 45 kDa (présence de high-mannose), 43k Da {O- 
glycosylation) et 39 kDa (non glycosylé) (Petaja-Repo et al. 2000). Les 3 bandes de plus 
petits poids moléculaires observées à la figure 13 peuvent donc représenter des formes 
immatures de DOPR.
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Figure 12: Immunoprécipitation et pull-down de DOPR in vitro, puis visualisation à 
l’aide du TIPP-biotine. Ces essais préliminaires ont été réalisés sur des extraits 
membranaires de cellules HEK HA-hDOPR préparés par sonication. Les extraits ont été 
incubés pendant 60 minutes à TP en absence (-) ou en présence (+) de 20 nM de TIPP- 
biotine. A) Dans une première série d’échantillons, HA-hDOPR a été immunoprécipité 
avec un anticorps anti-HA (2 pg/ml) et des microbilles de protéine A-sépharose. B) Dans la 
seconde série d’échantillons, le TIPP-biotine (ainsi que les protéines qui y étaient liées) ont 
été précipitées (pull-down) avec des microbilles d’avidine-agarose. Les échantillons ont 
ensuite subi une séparation protéique sur gel SDS-PAGE 10% et le tout a été révélé par 
chimiluminescence avec le kit ABC. Dans les échantillons préincubés avec le TIPP-biotine, 
5 bandes absentes des échantillons sans TIPP-biotine apparaissent. Ces bandes peuvent 
possiblement représenter des formes matures et immatures de DOPR.
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4.5 Visualisation de DOPR avec le TIPP-biotine dans des homogénats de moelle 
épinière de rats et de souris
4.5.1 Extraits totaux
Des essais préliminaires ont été réalisés dans des extraits totaux de moelle épinière 
de rats, de souris WT et de souris DOPR-KO afin de voir si le TIPP-biotine pouvait lier le 
DOPR endogène. La figure 13 montre les bandes révélées à l’aide du TIPP-biotine chez les 
3 types d’animaux. Tout d’abord, des bandes de haut PM sont observées (figure 13), mais 
ces bandes sont fort probablement causées par une liaison non-spécifique du système de 
révélation, puisqu’elles sont présentes dans tous les échantillons, qu’ils aient été, ou non, 
traités avec le TIPP-biotine. En ce sens, il est possible que le kit ABC reconnaisse certaines 
biotines endogènes. De façon intéressante, une bande d’intérêt ayant un PM de 50.0 kDa est 
présente seulement dans les échantillons qui ont été incubés en présence du TIPP-biotine 
(figure 13). Néanmoins, cette bande est également présente chez les souris DOPR-KO et, 
dans aucun cas, un prétraitement avec des concentrations élevées de NTII ne parvient à 
empêcher l’apparition de cette bande (figure 13). Ces résultats sèment donc un grand doute 




















Figure 13: Visualisation du DOPR endogène avec le TIPP-biotine dans des 
homogénats de moelle épinière de rats et de souris. Les extraits totaux de moelle 
épinière de rats (membrane de gauche), de souris WT (membrane du centre) et de souris 
DOPR-KO (membrane de droite) ont été pré-incubés en absence (-) ou en présence (+) de 
NTII 10 pM à TP pendant 60 minutes, puis incubées en absence (-) ou en présence (+) de 
TIPP-biotine 1 nM à TP pendant 4 hrs. Les échantillons ont ensuite été séparés sur gel 
SDS-PAGE et le tout a été révélé par chimiluminescence avec le kit ABC. Chez les 3 types 
d’animaux, une bande d’intérêt de 50.0 kDa apparaît dans les échantillons traités avec le 
TIPP-biotine et est absente des échantillons non traités au ligand biotinylé. Néanmoins, 
cette bande ne disparaît pas dans les échantillons prétraités avec le NTII et est toujours 
présente chez les souris DOPR-KO.
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4.5.2 Précipitation du DOPR endogène
Plusieurs difficultés ont été rencontrées dans la mise au point de ces expériences. 
Malgré une quantité non négligeable d’expérimentations réalisées pour cette section, aucun 
résultat concluant n’a pu être obtenu, donc aucune figure ne sera présentée. La révélation 
des membranes donnait des résultats similaires, qu’elle ait été faite avec le kit ABC, ou 
bien avec la NeutrAvidin-HRP. Par ailleurs, moins de bandes de haut PM étaient détectées 
dans les échantillons traités avec la combinaison anti-DOPR(3-17)F8702/protéine-A 
sépharose (l’anti-DOPR(3-17)F8702 est un anticorps maison dirigé contre la séquence 3-17 
de la protéine de rat) que ceux traités avec l’avidine-agarose. Cette observation laisse 
suggérer que l’avidine-agarose s’accroche non-spécifiquement à un plus grand nombre de 
protéines (possiblement des biotines endogènes) comparativement à l’anti-DOPR(3- 
17)F8702. En outre, la bande de 50.0 kDa observée dans les extraits totaux traités avec le 
TIPP-biotine (voir section 4.5.1) n’a pas pu être détectée et aucune différence n’a été 
observée entre les échantillons traités en présence, ou en absence, du ligand biotinylé.
4.6 Visualisation de DOPR avec le TIPP-biotine sur des coupes de moelle épinière de 
rats et de souris
La figure 14 montre la partie droite de coupes d’une moelle épinière d’un rat qui ont 
été traitées, ou non, en présence de TIPP-biotine. Alors qu’aucun marquage n’est observé 
dans la moelle en absence du TIPP-biotine (figure 14A), on peut voir un marquage répandu 
au travers de toute la substance grise de la moelle traitée en présence de ce ligand (figure 
14B). Ce marquage est plus visible au niveau de certains gros corps cellulaires de la come 
ventrale (figure 14B). À prime abord, ces résultats indiquent que le TIPP-biotine est 
capable de se lier à des tissus fixés. Afin de déterminer si cette liaison du TIPP-biotine était 
sélective à DOPR, certaines sections de la moelle épinière ont été mises en présence du 
NTII préalablement à l’incubation du ligand. Le marquage obtenu en présence de NTII 
(figure 14C) est nettement moindre comparativement à celui obtenu avec le TEPP-biotine 
seul. Cette observation suggère que la liaison du TIPP-biotine sur ces coupes de moelle 
épinière de rat est sélective à DOPR.
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C) XIPP-biotme 1 nM +
B) TIPP-biotme 1 nM
Figure 14: Marquage de DOPR dans des coupes de moelle épinière fixées d’un rat.
L’animal a été perfusé avec une solution de PFA 4% et la section lombaire (L4-L5) a été 
recueillie afin de procéder à une histochimie sur coupes flottantes de 30 pm. Certaines 
sections de moelle ont été pré-incubées pendant 4 hrs avec le NTII 10 pM à TP (A). 
Ensuite, les coupes de moelle épinière ont été incubées en absence (A) ou en présence (B- 
C) du TIPP-biotine 1 nM pour toute la nuit à 4°C. Les coupes ont été révélées avec le kit 
ABC et du DAB. Les images représentent le côté droit des moelles. Le TIPP-biotine 
entraîne un marquage étendu au travers de toutes les laminae de la moelle (B). Ce 
marquage est sélectif à DOPR, puisqu’un prétraitement avec le NTII parvient à le bloquer 
(C).
La figure 15 montre la section gauche d’une moelle épinière de souris WT (figure 
15A) et celle d’une souris DOPR-KO (figure 15B). Toutes les deux ont été mises en 
présence de TIPP-biotine 1 nM. À plus fort grossissement, il est possible de voir certains 
corps cellulaires marqués au niveau de la corne ventrale de la souris WT. De par la faible 
intensité du marquage, il est difficile de voir si celui-ci est présent dans toutes les laminae 
de la moelle, ou non. Ce marquage n’est pas observé chez les souris DOPR-KO. Le TIPP- 
biotine lie donc une molécule qui est présente chez les souris WT, mais absente chez les 
souris DOPR-KO. Ces observations suggèrent que la liaison du ligand biotinylé sur DOPR 
est sélective.
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A) Sourit WT 
TIPP-biotine InM
B) Souris DOPR-KO 
TIPP-biotine lnM
Figure 15: Marquage de DOPR dans des coupes de moelle épinière fixées de souris 
WT et DOPR-KO. Les animaux ont été perfusés avec une solution de PFA 4% et la 
section lombaire de chaque animal a été recueillie afin de procéder à une histochimie sur 
coupes flottantes de 30 pm. Les sections ont été incubées en présence du TIPP-biotine 1 
nM pour toute une nuit à 4°C. Elles ont été révélées avec le kit ABC et du DAB. Les 
images représentent le côté gauche des moelles. Une différence de marquage est observée 
entre les souris WT (A) et les souris DOPR-KO (B). À plus fort grossissement, des corps 
cellulaires sont bien visibles dans la corne ventrale de la moelle de la souris WT, mais pas 
chez la souris DOPR-KO.
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Spinal mu opioid receptor activation inhibits both thermal and mechanical pain in 
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Avant-propos : Concernant mon implication dans la rédaction du manuscrit, j ’ai contribué 
à l’écriture de chacune des sections. En ce qui concerne le travail expérimental, j ’ai effectué 
la majorité des expériences présentées dans cet article. En ce sens, lors d’un stage de 3 mois 
effectué dans le laboratoire du Pr Dallel, j ’ai réalisé la majeure partie des essais en 
électrophysiologie. Par manque de temps, nos collaborateurs ont complété les groupes 
d’animaux incomplets. À mon retour au laboratoire du Pr Gendron, j ’ai réalisé la totalité 
des expériences immunohistochimiques sur l’internalisation des récepteurs NKi.
Résumé
L’expression ainsi que la contribution des récepteurs opioïdergiques mu (MOPR) au 
sein des nocicepteurs polymodaux ont récemment été mises en doute. De ce fait, il a été 
démontré que MOPR est exclusivement exprimé par les afférences primaires de petit 
diamètre peptidergiques où il joue un rôle sélectif dans l’inhibition des douleurs d’origine 
thermique. Dans notre étude, nous avons réalisé des essais d’électrophysiologie afin 
d’évaluer les effets d’une activation spinale de MOPR sur les contrôles inhibiteurs diffus 
nociceptifs (CIDN) induits par une stimulation douloureuse de nature thermique et 
mécanique. En ce sens, nous avons enregistré l’activité de neurones à large gamme 
dynamique (WDR) au niveau du noyau spinal du complexe sensitif du trijumeau de rats 
anesthésiés. Pour ce faire, le champ récepteur cutané excitateur de ces neurones a été 
stimulé par des séquences de 105 stimulations électriques. Les CIDN ont été activés soit 
par l’immersion de la patte arrière des animaux dans un bain d’eau chaude à 49°C ou par 
l’application d’une pression de 300 g sur l’autre patte arrière des animaux (celle n’ayant pas 
été immergée dans l’eau chaude). Afin d’étudier l’implication des afférences primaires 
peptidergiques dans l’activation des CIDN par des stimulations thermique et mécanique, la 
relâche de substance P a été quantifiée au niveau de la moelle épinière à l’aide de la 
visualisation de l’internalisation des récepteurs à la neurokinine 1 (NKi). Nous avons 
observé que le DAMGO, un agoniste sélectif de MOPR, atténue les CIDN et 
l’internalisation des récepteurs NKi induits par des stimulations thermique et mécanique. 
Nos résultats suggèrent donc qu’une activation spinale et sélective de MOPR est capable de 
soulager des douleurs d’origine thermique et mécanique, en plus de suggérer que ce 
récepteur est exprimé sur les neurones polymodaux exprimant la substance P.
Abstract
Expression and contribution of mu opioid receptors (MOPR) in polymodal 
nociceptors have been recently challenged. Indeed, MOPR was shown to be almost 
exclusively expressed by small peptidergic primary afferents where it plays a specific role 
in inhibiting pain induced by noxious heat. In the present study, we used 
electrophysiological measurements to assess the effect of spinal MOPR activation on heat- 
and mechanical-induced diffuse noxious inhibitory controls (DNIC). We recorded from 
wide-dynamic range (WDR) neurons in the spinal trigeminal nucleus of anesthetized rats. 
Trains of 105 electrical shocks were delivered to the excitatory cutaneous receptive field of 
the neurons. DNIC were triggered either by immersion of the hindpaw in a 49°C water bath 
or by applying a 300 g mechanical pressure (also to the hindpaw). To study the 
involvement of peptidergic primary afferents in the activation of DNIC by noxious heat and 
mechanical stimulations, substance P release was measured in the spinal cord by 
visualizing neurokinin type 1 (NKi) receptor internalization. We found that DAMGO, a 
MOPR-selective agonist, efficiently attenuates DNIC and NKi receptor internalization 
induced by heat and mechanical stimuli. Altogether, our results reveal that activation of 
spinal MOPR efficiently relieves both heat- and mechanically-induced pain and therefore 
suggest that this receptor is expressed on polymodal, substance P-expressing neurons.
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Introduction
In peripheral tissues, noxious mechanical, thermal and chemical stimuli are detected 
by nociceptors and converted to action potentials by primary sensory neurons [29,69]. 
These sensory neurons are usually lightly myelinated A8  and non-myelinated C-fibers. 
Unlike other sensory receptors (e.g. odor, taste, light), most nociceptors are thought to be 
polymodal [11,59]. Typically, polymodal nociceptors are AS and C-fibers sensitive to both 
heat and mechanical noxious stimuli [29]. This implies that discrimination between 
different pain modalities occurs primarily at spinal and/or supraspinal sites [60]. However, 
recent findings revealed that noxious stimuli of various natures specifically activate 
different neuronal pathways and, consequently, that the distinction between different pain 
modalities would instead occur at the level of primary afferents [2,14,65]. In particular, this 
model proposes that heat and mechanical sensitivity are processed by distinct 
subpopulations of primary afferent fibers. Indeed, in mice, a subpopulation of lightly 
myelinated AS fibers [11,32] and nonpeptidergic unmyelinated IB4-positive C-fibers 
[14,65] were shown to be specific mechanosensitive nociceptors. By contrast, peptidergic 
IB4-negative unmyelinated C-fibers, expressing substance P and calcitonin gene-related 
peptide (CGRP), preferentially mediate heat sensitivity [14,65]. In particular, 
immunohistochemistry and in situ hybridization studies have shown that, in rodents, MOPR 
are mainly located in small-diameter unmyelinated neurons where they colocalize with 
substance P and CGRP [28,74,80].
The expression of MOPR in a specific subpopulation of primary afferent fibers may 
dictate their propensity to relieve specific pain modalities. Indeed, this localization of 
MOPR in peptidergic primary afferents provides evidence that this receptor preferentially 
inhibits heat-induced pain over mechanical stimulus-induced pain [65,68]. If the expression 
o f MOPR was truly confined to thermosensitive primary afferents, such a finding would 
have important clinical and drug development repercussions. However, numerous studies 
(supported by behavioral approaches) have shown that the selective activation of MOPR 
with [D-Ala2, N-Me-Phe4, Gly5-ol]-enkephalin (DAMGO) injected at the level of the spinal 
cord can efficiently alleviate both heat- [33,42,53,61,65,72] and mechanically induced pain
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[16,33,56,66,72]. Therefore, a more thorough investigation of the role of spinal MOPR and 
its ability to inhibit various pain modalities is required.
In the present study, we investigated whether spinal MOPR differentially regulates 
thermal and mechanical pain by assessing the effects of intrathecal DAMGO (5 pg), a 
MOPR-selective agonist [78], on both diffuse noxious inhibitory controls (DNIC) and 
spinal NKi receptor internalization triggered by thermal (49°C water bath) and mechanical 




Adult male Sprague Dawley rats weighting 250-300 g (either from Charles River 
Laboratories, L’Arbresle, France or St-Constant, Quebec, Canada) were maintained on a 12 
h light/dark cycle. Laboratory food and water were available ad libitum. Experiments were 
approved by the animal care committees at the Université d’Auvergne-Clermont 1 and the 
Université de Sherbrooke (protocol #242-10). All procedures were in compliance with the 
policies and directives of the Canadian Council on Animal Care and guidelines from both 
the International Association for the Study of Pain and the Directives of the European 
Parliament and the Council on the protection of animals used for scientific purposes 
(Dir.2010/63/UE). The experiments were designed to minimize the number of animals used 
and their suffering.
Drugs
DAMGO ([D-Ala2, N-Me-Phe4, Gly5-ol]-enkephalin acetate salt; Tocris, batch no 
22 and Sigma-Aldrich, lot #BCBB7749), a MOPR-selective agonist, was dissolved in 
saline solution (0.9% NaCl). The drug was injected intrathecally either by lumbar 
catheterization for electrophysiological studies (5 pg in a volume of 10 pi; corresponding to
9.7 nmol) or lumbar puncture for NKi receptor internalization studies (5 pg in a volume of 
30 pi). To ascertain drug specificity in the electrophysiological studies, naloxone 0.4 mg/kg
1.v., a non-selective opioid antagonist, was injected via the jugular vein.
Electrophysiological recordings
Animal preparation
As previously described [36], the animals were anesthetized with 2% halothane in a 
NO2/O2 mixture (2:1). After intramuscular injection of 100 pg atropine sulfate, the trachea 
was cannulated. The carotid artery and external jugular vein were catheterized. The animals 
were then paralyzed by intravenous perfusions of vecuronium bromide (2.4 mg/h) and 
artificially ventilated with volume-controlled pumps (54-55 strokes/minute). The levels of
0 2 , N2O and end-tidal CO2  (3.5-4.5%) were monitored by an anesthetic gas analyzer
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(Dràger Vamos, Lübeck, Germany) during the entire experimental period. These 
parameters were digitally displayed and under the control of alarms. The arterial catheter 
was attached to a calibrated pressure transducer (UFI, Morro Bay, CA, USA) connected to 
an amplifier (Stoelting, Wood Dale, IL, USA) for continuous monitoring of the mean 
arterial blood pressure (90 to 110 mmHg). The analog output from the blood pressure 
amplifier was connected to a computer data sampling system (Cambridge Electronics 
Design 1401 computer interface; Cambridge, UK). The heart rate was continuously 
monitored, and cutaneous vascularization was periodically checked by observing the color 
of the paw extremities and the speed by which they regained normal color after pressure 
application. The colorectal temperature was kept constant at 38 ± 0.5°C with a feedback- 
controlled heating blanket. The surgical level of anesthesia was verified by a stable mean 
arterial blood pressure and a constant heart rate during noxious stimulation.
The animals were placed in a stereotaxic frame with the head fixed in a ventroflexed 
position (incisor bar dropped 5 mm under the standard position) by means of an adapted 
metallic bar. For spinal trigeminal subnucleus oralis (Sp50) recordings, a craniotomy was 
performed on the right side at the level of the occipitoparietal suture, and the dura mater 
was removed.
For the lumbar catheterization, a 2 cm longitudinal skin incision was made directly 
over the L5-L6 lumbar vertebrae. The subcutaneous soft tissue was eliminated, and the 
skin incision was drawn to the dorsal midline. The paravertebral muscles were separated to 
expose the L5 and L6  vertebrae. A curved Friedman-Pearson rongeur (F.S.T®) was used to 
break the spinal crest of the L6  vertebrae and then expose the dura. We cut a rat intrathecal 
polyurethane short catheter (Alzet®, DURECT Corporation) into 4.5 cm-long 28G tubing. 
A Teflon-coated, stainless steel stylet guided the catheter into the subarachnoid space from 
the lumbar spinal column (L5-L6) to the thoracic spinal column (T12-T13). DAMGO was 
injected via this catheter over a 2 second period. Appropriate placement of the catheter was 
verified by dissecting the animals at the end of the experiment. After the surgery, the level 
of halothane was reduced to 0.6-0.7% and maintained during the entire recording period.
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Recordings
Unitary extracellular recordings were made from the right Sp50 with glass 
micropipettes (7-10 MO) filled with a mixture of 5% NaCl and pontamine sky blue. The 
brainstem was explored 2.4-3.0 mm laterally to the midline and between the frontal planes 
AP -1.1 and AP -2.6 mm from the interaural line [58]. Single unit activities were amplified 
and displayed on oscilloscopes. The activities went into a window discriminator connected 
to a CED 1401 plus interface (Cambridge Electronic Design) and a PC computer (Spike
2.06 Software), which allowed sampling and analysis of the spontaneous and evoked 
neuronal activity. Wide-dynamic range (WDR) neurons were recognized based on their 
responses to mechanical non-noxious (brushing with a soft brush) and noxious (pinch with 
forceps) stimulations of their receptive fields, as previously described [20]. Specifically, 
each neuron that responded in a graded manner with increasing firing rates to the stimulus 
range from non-noxious to noxious intensity was classified as a WDR cell. Once a neuron 
was identified, electrical square-wave stimuli (2 -milliseconds duration) were applied 
through a pair of stainless steel needle electrodes subcutaneously placed into the center of 
the receptive field; the thresholds for eliciting A- and C-fiber-evoked responses were 
determined. In post-stimulus time histograms (PSTHs), A- and C-fiber-evoked responses 
were distinguished by their latencies, but only C-fiber-evoked responses were considered in 
the detailed analysis. Previous research showed that burst discharges at latencies >30 
milliseconds are elicited by C-fibers [20,26]. Therefore, all spikes occurring between 30 
and 200 milliseconds after a stimulus were considered to be C-fiber-evoked.
Experimental design
Sequences of 105 electrical stimuli (0.66 Hz) were applied to the receptive field at 3 
times the threshold for C-fiber activation every 10 minutes. Diffuse noxious inhibitory 
controls (DNIC) were triggered by alternatively immersing one hindpaw into a 49°C water 
bath or applying a mechanical pressure of 300 g to the other hindpaw with calibrated 
forceps (this pressure was determined in preliminary experiments) between the 36th and 60th 
stimuli (i.e., for 37.5 seconds) (Fig. 1^ 4). Only one hindpaw at a time received a noxious 
stimulation, and the order of application of the noxious stimulation was alternated for each 
animal. For example, for one animal, we began with the thermal stimulus and then
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proceeded with the mechanical stimulus. For another animal, we instead began with 
mechanical stimulation, followed with thermal stimulation and so forth. Thus, when all the 
tested animals were considered, the effect of 5 pg DAMGO on both heat- and mechanically 
induced DNIC was tested 10, 20, 30 and 40 minutes after the administration of the opioid. 
To ascertain the drug specificity in the observed effects, naloxone (0.4 mg/kg i.v.), a non- 
selective opioid receptor antagonist, was injected 50 minutes after the administration of 
DAMGO in all animals.
The analyses were performed as previously described [36]. Briefly, in each 
sequence, the PSTHs determined from the 21st-35th responses were used for studying the 
unconditioned response (before noxious stimulation; control period), and those derived 
from responses 36th-105th were used for studying the DNIC. To assess the inhibitory effect 
of noxious heat or a mechanical stimulus, only the 46th-60th responses were considered 
because responses induced between the noxious stimuli correspond to the time
required (5-10 seconds) to reach the maximal inhibitory effects. Post-effects were measured 
on the ôl^-TS01 and 76th-90th responses, 0-22 seconds and 22-44 seconds after the end of 
noxious stimulation, respectively [10]. In each sequence, PSTHs derived from the 46th-60th 
(DNIC effect), ô l ^ S *  (1st post-effect) and 76th-90th (2nd post-effect) responses were 
normalized to PSTHs derived from the 21st-35th responses (unconditioned response; control 
period). The inhibitory effect of the DNIC was computed as the percent decrease in the 
number of C-fiber-evoked action potentials.
DAMGO (5 pg in 10 pi) was intrathecally injected after two stable control 
sequences were recorded (i.e., variation in unconditioned C-fiber response < 10%). Each rat 
received only one injection of DAMGO.
NKi receptor internalization
The animals were deeply anesthetized in an induction cage with 5% isoflurane-95% 
medical air mixture and maintained during the entire procedure with 2 % of the same 
anesthetic distributed via a mask. In those experiments, DAMGO (5 pg in 30 pi) or saline 
was administered via direct lumbar puncture using a technique with a high success rate that 
was previously described by others [22] and extensively used in our laboratory [7,8,57]. 
Briefly, a 30-gauge 0.5-inch needle mounted on a Luer tip Hamilton syringe (VWR) was
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inserted into the L5-L6 intervertébral space of the anesthetized animal (at the level of the 
cauda equina), and the injection was performed over a 2  second period of time. 
Appropriate placement of the needle was confirmed by observing a brief twitch of the tail. 
DAMGO or saline were intrathecally injected 10 minutes before application of either heat 
stimulation at 49°C or a mechanical pressure of 300 g for 38 seconds on the right hindpaw.
As previously described [7], 10 minutes after the noxious stimulation (i.e., 20 
minutes after DAMGO or saline injection), the animals were perfused through the aortic 
arch with 500 ml of 4% paraformaldehyde (PFA) and 0.18% picric acid in 0.1 M PB with 
pH 7.4 at 4°C. The spinal cord was then removed, post-fixed in the same solution for 1 h 
and cryoprotected for 48 hrs in a solution of 30% sucrose in 0.2 M PB. The lumbar segment 
(L4-L6) of the spinal cord was snap frozen in isopentane at -45 °C and stored at -80°C until 
sectioning. The lumbar segments of the spinal cord were sliced (30 pm thick) on a frozen 
microtome, and immunolabeling of NKi receptors was performed on free-floating sections. 
Briefly, the slices were incubated for 30 minutes at room temperature in 1% sodium 
borohydride diluted in PBS to quench aldehyde-induced fluorescence present in tissues and 
thoroughly rinsed. The sections were incubated overnight at 4°C in a rabbit anti-NKi 
receptor polyclonal antibody (Sigma-Aldrich) diluted 1:5000 in a solution containing 3% 
normal goat serum and 0.3% triton X-100 in PBS. The slices were washed in PBS and then 
incubated with a fluorescent goat anti-rabbit secondary antibody (Alexa-488, Invitrogen) 
diluted 1:1000 in PBS for 1 h at room temperature.
The proportion of spinal cord neurons exhibiting internalized NKi receptors was 
quantified by a previously described method [1,7,33,45,55]. Briefly, we used an 
epifluorescence microscope (Leica DM4000B; Leica Microsystem) to count NKi receptor­
like immunoreactive cell bodies. Neurons with and without NKi receptor internalization 
located in the superficial lamina I were counted, and the percentage of NKi receptor 
immunoreactive cells with internalization was calculated. The number of neurons with NKi 
receptor internalization was determined by averaging the counts made in 3 to 5 animals per 
condition with 14 to 18 sections per animal. During the counting procedure, the observer 
was unaware of the treatment received by the animals. The results were expressed as the 
mean ± standard error of the mean (SEM).
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Imagés were collected on an Olympus Fluoview 1000 (FV1000) laser-scanning 
confocal microscope built around an IX81-ZDC inverted microscope fitted with an U Plan 
S-Apo 60X (1.35 NA) oil-immersion objective.
Calculations and statistical analysis
The calculations were performed with Excel 2007, graphs were created with 
SigmaPlot 11.0, and statistical analyses were performed with Prism GraphPad 5.0. The data 




Characteristics o f  trigeminal WDR neurons
Eight WDR neurons were recorded within the Sp50. None of them exhibited 
spontaneous activity. All neurons had ipsilateral receptive fields that included the intraoral 
or perioral region. They were sensitive to both innocuous and noxious mechanical stimuli 
and responded by increasing their firing rates as the stimulus intensity increased into the 
noxious range. When 2-ms-long percutaneous electrical stimuli were applied to the center 
of the receptive fields of the neurons, responses attributable to peripheral activation of A- 
and C-fibers could be observed (not shown). The longest latency responses (98 ± 5 ms) 
were C-fiber-evoked. Indeed, the computed conduction velocity (~ 0.5 m/sec) was in the 
range of those previously reported for C-fibers [18-20,26,36]. In addition, long latency 
responses could only be evoked by high intensity stimulations (mean threshold: 8.8 ± 1 .6  
mA), and they exhibited windup (Fig. IB, 2A).
The effect o f  intrathecal DAMGO injection on the DNIC induced by a noxious heat 
stimulus
All tested neurons (n=8) were under the influence of the DNIC. Their C-fiber- 
evoked responses were strongly depressed by the application of noxious heat stimulation 
(49°C) to the hindpaw (Fig. 1B). Quantitative analysis showed a mean inhibition of 89 ± 
4%, followed by marked post-effects (54 ± 7% and 42 ± 6% during the two consecutive 22- 
seconds post-conditioning periods; not shown). The intrathecal injection of DAMGO (5 pg) 
alone, i.e., without the heterotopic conditioning stimulus, had no effect on the C-fiber- 
evoked responses of trigeminal WDR neurons (Fig. 1C, 2B, between the 1st and the 36th 
electrical stimuli), but the injection strongly reduced the inhibitory effect induced by 
noxious heat stimulation of the hindpaw. Figure 1 shows an example in the form of 
histograms of C-fiber-evoked responses obtained before (Fig. 15) and 10 minutes after 
(Fig. 1C) intrathecal injection of DAMGO. Ten to 20 and 30 to 40 minutes after the 
administration of DAMGO, the inhibitions of C-fiber-evoked responses during heat 
application were 33 ± 7% and 32 ± 8%, respectively (Fig. IE). Indeed, spinally
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administered DAMGO induced reductions o f 62 ± 8% and 65 ± 9% of the DNIC. For the 
two post-conditioning periods, heat-induced inhibitions of C-fiber-evoked responses were 
18 ± 10% and 16 ± 9% once DAMGO was injected; the DNIC were reduced by 59 ± 20% 
and 54 ± 24%, respectively (p < 0.0001, F  = 20.30, one-way ANOVA for repeated 
measures followed by Bonferroni’s multiple comparison test). The specificity of the effects 
of intrathecally administered DAMGO upon the DNIC was tested by administering the 
opiate antagonist naloxone. For all the tested neurons, systemic administration of naloxone 
(i.v. injection, 0.4 mg/kg) antagonized the effect o f DAMGO, indicating that it was opioid 
receptor-mediated (Fig. ID, IE).
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Figure 1: Intrathecal DAMGO inhibits the DNIC induced by a noxious heat stimulus
(A) Schematic representation of the electrophysiological experimental design. WDR 
neurons with ipsilateral receptive fields on the muzzle were recorded in the right Sp50. 
The sequences of 105 percutaneous electrical stimulations (0.66 Hz at 3 times the C-fiber 
threshold intensity) were applied to the excitatory receptive field. The DNIC were triggered 
by alternately immersing one hindpaw into a 49°C water bath or applying a 300 g 
mechanical pressure on the other hindpaw between the 36th and 60th electrical stimuli 
(corresponding to 37.5 seconds). DAMGO (5 pg in 10 pi) was injected to the lumbar spinal 
cord via an intrathecal catheter. (B-D) Histograms showing the C-fiber-evoked responses of 
a Sp50 WDR neuron to 105 successive electrical stimulations recorded before (B) and after 
(10 minutes in the example shown here) (C) intrathecal administration of DAMGO. 
Between the 36th and 60th stimulation, one hindpaw was immersed into a 49°C water bath. 
The DNIC triggered by heat noxious stimulation of the hindpaw are reduced after DAMGO 
injection (C). The systemic administration of naloxone reversed the effect of DAMGO (D). 
(E) Graphic representation showing the average (n=8) percentage of inhibition of C-fiber- 
evoked action potentials before and 10-20 minutes and 30-40 minutes after the intrathecal 
injection of DAMGO. Note that the data are individually normalized to those before 
administration of DAMGO. This MOPR agonist significantly reduced the percentage of 
inhibition of C-fiber-evoked action potentials either 10-20 or 30-40 minutes after its 
administration. Naloxone significantly reversed those opioidergic-induced effects. **p < 
0.01 and ***p < 0.001, one-way ANOVA for repeated measures with Bonferroni’s post 
hoc test. Error bars indicate the Standard Error of the Mean (SEM).
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The effect o f  intrathecal DAMGO injection on the DNIC induced by a noxious mechanical 
stimulus
C-fiber-evoked responses were strongly depressed by the application of noxious 
mechanical (300 g) stimulation to the hindpaw (Fig. 2A). Quantitative analysis showed a 
mean inhibition of 56 ± 8%, followed by marked post-effects (50 ± 8% and 43 ± 8% during 
the two consecutive 22-seconds post-conditioning periods, respectively). Figure 2 shows an 
example in the form of histograms of C-fiber-evoked responses obtained before (Fig. 1,4) 
and 30 minutes after (Fig. 1J5) intrathecal injection of DAMGO. After intrathecal injection 
of DAMGO (5 pg), the DNIC triggered by noxious mechanical stimulation of the hindpaw 
were strongly reduced (Fig. 2B). Figure 2D represents the results of the quantitative 
analysis. Ten to 20 minutes and 30 to 40 minutes after DAMGO injection, mechanically 
induced inhibition of C-fiber-evoked responses was 23 ± 9% and 29 ± 7%, respectively. 
The DNIC were therefore reduced by 64 ± 13% and 53 ±7%. During the two post­
conditioning periods, the DNIC were also strongly reduced by the injection of DAMGO 
(52 ± 19% and 20 ± 38%, respectively, for the two consecutive 22-seconds post­
conditioning periods) (p < 0.0001, F  = 22.90, one-way ANOVA for repeated measures 
followed by Bonferroni’s multiple comparison test). The specificity of the effects of 
intrathecally administered DAMGO upon the DNIC was tested by administering the opiate 
antagonist naloxone. For all the neurons tested, systemically administered naloxone (i.v. 
injection, 0.4 mg/kg) antagonized the reduction of the DNIC induced by DAMGO (Fig. 2C, 
2D).
Interestingly, the comparison of the effects of intrathecal injection of DAMGO on 
the DNIC triggered by either noxious heat or mechanical stimulation showed no significant 
difference (p = 0.643, F  = 0.2244, two-way ANOVA for repeated measures followed by 
Bonferroni’s multiple comparison test). These results suggest that the activation of spinal 
MOPR regulates the responses evoked by heat and mechanical noxious stimuli in the same 
way.
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30-40 min after DAMGO 5 pg i.t 
Naloxone 0,4 mg/kg i.v.
20 40 60
Stimulus number
Figure 2: Intrathecal DAMGO inhibits the DNIC triggered by a noxious mechanical 
stimulus (A-C) Histograms showing the C-fiber-evoked responses of a Sp50 WDR neuron 
to 105 successive electrical stimulations recorded before (A) and after (30 minutes in the 
example shown here) (B) intrathecal administration of DAMGO. Between the 36th and 60th 
stimulation, a 300 g mechanical pressure was applied with calibrated forceps on one 
hindpaw of the animal. The DNIC triggered by mechanical noxious stimulation of the 
hindpaw are reduced after DAMGO injection (B). The systemic administration of naloxone 
reversed the effect of DAMGO (C). (D) Graphic representation showing the average (n=8) 
percentage of inhibition of C-fiber-evoked action potentials before and 10-20 minutes and 
30-40 minutes after the intrathecal injection of DAMGO. Note that the data are individually 
normalized to those before administration of DAMGO. DAMGO significantly reduced the 
percentage of inhibition of C-fiber-evoked action potentials, either 10-20 or 30-40 minutes 
after its administration. Naloxone significantly reversed the DAMGO-induced effects. *p < 
0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001, one-way ANOVA for repeated measures with 
Bonferroni’s post hoc test. Error bars indicate the Standard Error of the Mean (SEM).
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NKi receptor internalization
A well-known phenomenon is that following the activation of peptidergic primary 
afferent fibers by noxious stimulation, substance P (SP) is released in the superficial 
laminae of the spinal cord, where it binds to and activates NKi receptors. Upon activation, 
NKi receptors are rapidly internalized [1,7,43,45,55]. NKi receptor internalization can 
therefore be used as an indicator of the activation of peptidergic primary afferent fibers.
In the ipsilateral side o f control rats, immunostaining o f NKi receptors in the rat 
spinal cord revealed intense immunofluorescent labeling located mainly at the cell surface 
of lamina I neurons of the lumbar spinal cord (Fig. 3D et 4D; 15 ± 2% of lamina I neurons 
have internalized NKi receptors). In animals pretreated with intrathecal saline, noxious heat 
stimulation (immersion of the right hindpaw in 49°C water bath during 38 seconds) induced 
NKi receptor internalization in the majority of lamina I neurons of the ipsilateral lumbar 
spinal cord (Fig. 3B  and 3D; 72 ± 4% o f lamina I neurons have internalized NKi receptors). 
In contrast, only discrete NKi receptor internalization was observed in the contralateral 
side of the spinal cord (Fig. 3A). Intrathecal DAMGO administered 10 minutes before 
noxious heat stimulation significantly decreased the proportion of neurons with internalized 
NKi receptors (Fig. 3C and 3D; 37 ± 4%) (p < 0.0001, F  = 54.71, one-way ANOVA 
followed by Bonferroni’s multiple comparison test). This result corresponds to a reduction 
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Figure 3: The effect of intrathecal DAMGO on noxious heat-induced NKj receptor 
internalization. Internalization of NKi receptors was induced by immersing the right 
hindpaw of male Sprague Dawley rats in a 49°C water bath for 38 seconds, and lamina I 
NKi receptor-immunoreactive neurons were observed by immunofluorescence. The 
noxious heat stimulation was applied 10 minutes after intrathecal injection of saline (A, B) 
or DAMGO 5 pg (C). Confocal images show neurons on the contralateral (A) and 
ipsilateral (B, C) sides of the spinal cord. On the contralateral side of the saline-injected 
animals, immunolabeling of NKi receptors appeared to be at the cell surface (A). However, 
on the ipsilateral side of the same animals, the noxious heat stimulation induced a 
significant increase in NKi receptor internalization, as evidenced by the intensely labeled 
intracellular vesicle-like structures (B). When DAMGO was injected, a significant 
reduction in NKi receptor internalization was observed on the ipsilateral side compared to 
the same side in saline-injected rats (C). The animals that had received a saline injection, 
but no noxious stimulation, had low basal proportions of neurons with internalized NKi 
receptors. This result is illustrated in the graphic representation showing the percentage of 
neurons with NKi receptor internalization induced by heat stimulation for ipsilateral side of 
the lumbar spinal cord (D). *p < 0.05 and ***p < 0.001, one-way ANOVA with 
Bonferroni’s post hoc test. The numbers in parentheses represent the number of animals per 
group. Error bars indicate the Standard Error of the Mean (SEM). Scale bar: A, 30pm
79
Similar results were obtained following noxious mechanical stimulation. Indeed, 
NKi receptor internalization was observed in 66 ± 5% of ipsilateral lamina I neurons (Fig. 
AB and 4D). Only discrete NKi receptor internalization was observed in the contralateral 
side of the lumbar spinal cord (Fig. 4A). In animals pretreated with intrathecal DAMGO 
(Fig. 4C, AD), a significant decrease in the proportion of neurons showing NKi receptor 
internalization was observed (33 ± 7% of ipsilateral lamina I neurons have internalized NKi 
receptors; p  = 0.0005, F = 17.85, one-way ANOVA followed by Bonferroni’s multiple 
comparison test). This result corresponds to a reduction of approximately 50% of lamina I 
neurons with internalized NKi receptors.
Altogether, these results show that MOPR activation inhibits SP release from 
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Figure 4: The effect of intrathecal DAMGO on noxious mechanical stimulus-induced 
NKi receptor internalization. Internalization of NKi receptors was induced by applying 
(with calibrated forceps) a 300 g mechanical pressure on the right hindpaw for 38 seconds. 
Lamina I NKi receptor-immunoreactive neurons were observed by immunofluorescence. 
The noxious mechanical stimulation was applied 10 minutes after intrathecal injection of 
saline (A, B) or DAMGO 5 pg (C). Confocal images showed that application of the 
mechanical pressure did not affect the cell-surface localization of NKi receptors in the 
contralateral side of the lumbar spinal cord of saline-injected rats (A). In contrast, 
application of the same stimulus induced a strong internalization of NKi receptors in the 
ipsilateral side for the same animal, as shown by the intracellular localization of the 
immunolabeling (B). The injection of DAMGO significantly inhibited mechanically 
induced NKi receptor internalization (C). For comparison purposes, data from the saline- 
injected group without noxious stimulation presented in figure 3D were reported here in 
panel D of this figure. **p < 0.01 and ***p < 0.001, one-way ANOVA with Bonferroni’s 
post hoc test. The numbers in parentheses represent the number of animals per group. Error 
bars indicate the Standard Error of the Mean (SEM). Scale bar: A, 30pm
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Discussion
In the present study, we investigated the role of spinal MOPR in heat and 
mechanical pain regulation using electrophysiological and immunohistochemical 
approaches. By measuring the firing of wide-dynamic range (WDR) neurons of the spinal 
trigeminal subnucleus oralis (Sp50), we demonstrated that an intrathecal administration of 
DAMGO, a MOPR-selective agonist, was able to inhibit the activation of diffuse noxious 
inhibitory controls (DNIC) triggered by both heat and mechanical noxious stimuli. We 
further observed that spinal mu opioid receptor (MOPR) activation inhibits neurokinin type 
1 (NKi) receptor internalization induced by thermal and mechanical stimuli, suggesting that 
MOPR blocked substance P release from primary afférents. Our results therefore reveal that 
the activation of MOPR can equally relieve both pain modalities, possibly via direct action 
on peptidergic C-fibers.
Over the years, heat-, chemo-, and mechano-specific cutaneous nociceptors have 
been described. However, most nociceptors were shown to be polymodal because they are 
sensitive to both heat and mechanical noxious stimuli (for a review, see [9]). These 
observations support the idea that discrimination of pain modalities occurs at higher levels, 
within the spinal cord and/or brain rather than at the level of primary afférents [48,60]. 
However, this old dogma was recently challenged by a series of studies conducted in mice. 
Indeed, Abrahamsen and collaborators recently showed that pharmacological ablation of 
mouse sensory neurons expressing the sodium channel Nav1.8 specifically affected 
behavioral responses to noxious mechanical pressure [2]. This deficit in mechanical 
sensitivity was further supported by extracellular recordings from spinal cord deep laminae 
WDR neurons following the application of a noxious mechanical stimulus. In contrast, 
sensitivity to noxious heat was barely affected by ablation of this subset of neurons [2]. 
Accordingly, Cavanaugh and collaborators elegantly showed that genetic ablation of 
MrgprJ-expressing unmyelinated sensory neurons in adult mice specifically reduced the 
sensitivity to mechanical noxious stimuli while pharmacological ablation of TRPV1- 
positive central branches selectively inhibited heat sensitivity [14]. Together, the latter 
studies suggest that specific pain modalities are encoded by distinct subpopulations of 
nociceptive neurons and, consequently, oppose the assumption that the discrimination of
82
pain modalities occurs at a supraspinal level. These findings were further supported by 
observations from Scherrer and collaborators who revealed the existence of a dichotomy 
between C-fiber subpopulations and pain modalities. Indeed, using behavioral and 
immunohistochemical approaches, the authors demonstrated that, in mice, nonpeptidergic 
IB4-positive DRG neurons specifically mediate the responses to mechanical pain while the 
IB4-negative subpopulation mediates thermal pain [65].
In primary afferents, MOPR are mainly expressed by small peptidergic, IB4- 
negative neurons [28,52,63,74,80]. In agreement with the hypothesis that specific pain 
modalities are encoded by distinct subpopulations of nociceptors, spinally administered 
MOPR-selective agonists should be more effective at alleviating thermal than mechanical 
pain. Hence, it was observed that spinal DAMGO specifically inhibited heat-induced pain 
and was ineffective at modifying the response to a mechanical stimulus [65].
In the current study, we measured the effects of heat and mechanical noxious 
stimuli applied to the hindpaws of rats on the firing of WDR neurons of the Sp50 and 
confirmed previous results showing the existence of DNIC acting on these trigeminal 
neurons [36,38]. As opposed to stimulus-induced reflex or withdrawal responses studied in 
most behavioral tests, DNIC can only be triggered by noxious stimuli [39]. Because DNIC 
are without the confounding effects related to non-noxious stimulations, they represent an 
efficient and unbiased strategy to evaluate the analgesic properties of drugs applied 
intrathecally. Indeed, the DNIC are supraspinally mediated and play a significant role in the 
modulation of pain both in animal models and in human studies (for a review, see [38]). 
They are activated by any heterotopic noxious stimulus of any type (mechanical, thermal, 
chemical, or electrical), applied to any part of the body that is distant from the excitatory 
receptive field of the neuron under study [39]. Here, we demonstrated that a MOPR- 
mediated blockade of nociceptive transmission at the spinal level resulted in a profound 
decrease in the effects of the DNIC on the firing of WDR neurons. Indeed, intrathecal 
DAMGO was able to similarly reduce the effects of the DNIC induced by heat or 
mechanical noxious stimulation of the hindpaw. Importantly, this reduction was reversed 
by naloxone. The fact that intrathecal administration of DAMGO alone had no effect on C- 
fiber-evoked responses of trigeminal WDR neurons in the absence of heterotopic 
conditioning stimuli suggests that the reduction o f DNIC-induced analgesia does not result
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from direct action of MOPR in the trigeminal nucleus. Similarly, researchers previously 
observed that intrathecal administration of morphine had no effect on C-fiber-evoked 
responses of trigeminal WDR neurons [73]. In contrast to Scherrer and collaborators [65], 
our results are consistent with an activation of MOPR at the spinal level that equally 
inhibits heat and mechanical noxious stimulation.
The apparent discrepancies between our observations and those made by others 
might be explained by inter-species differences. As previously mentioned, in mice, MOPR 
(or its mRNA) are mainly expressed by small peptidergic, IB4-negative neurons [65,75], 
but they are more widely distributed in rat primary afferents [28,52,63,74,80]. Similarly, 
transient receptor potential (TRPV1), an important but not unique transducer of thermal 
nociception [12,21,76], was almost exclusively expressed in heat-specific peptidergic 
sensory neurons in mice [13,37,76,81]. However, TRPV1 was found in both peptidergic 
and non-peptidergic C-fibers in rats [24,25,51,71,76,77]. As hypothesized by others 
[64,70], the observed dichotomy between C-fiber populations and nociceptive modalities, 
and thus the effects of an intrathecal MOPR agonist, may not apply to rats or higher-order 
primates. For instance, the efficacy of MOPR agonists to inhibit mechanical pain has also 
been shown by other studies [5,27,33,41,56], including some in mice [15,54]. Further 
supporting a role for MOPR in the modulation of diverse pain modalities, MOPR knockout 
mice were found to have increased sensitivity to both thermal [44,46,62,67] and mechanical 
pain [44].
Another plausible explanation relies on the possibility that the mechanical stimuli 
used by Scherrer and collaborators, namely von Frey filaments, were not noxious, and 
therefore, paw withdrawals were not the consequence of nociceptor activation but rather 
stimulation of Ap-fibers, which, in mice, do not express detectable levels of MOPR [65]. 
Indeed, all flexion reflexes are not necessarily nociceptive [40]. Von Frey filaments are in 
fact commonly used to measure allodynia, i.e., pain induced by a non-noxious stimulus 
(e.g. light touch), in injured or sensitized subjects. Undoubtedly, a 300 g pressure applied 
for 38 seconds to the hindpaw with calibrated forceps is noxious. In this regard, we 
demonstrated that such a stimulus efficiently recruits mechanical nociceptors, induces the 
release of substance P by primary afferents, and activates DNIC.
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In accordance with the polymodal nature of nociceptors, peripheral thermal [1,3,31], 
mechanical [1,31,33] and chemical [7,45,55] noxious stimulations were shown to evoke the 
release of substance P in the superficial layers o f the spinal cord. Interestingly, the blockade 
of NKi receptors expressed by spinoparabrachial neurons was previously shown to inhibit 
DNIC triggered by intraplantar formalin [35]. We have also shown that intrathecal 
DAMGO efficiently blocked formalin- and capsaicin-induced substance P release in rats
[7]. To determine whether DAMGO can inhibit the release of substance P induced by heat 
and mechanical noxious stimulation of the hindpaw in rats, we measured NKi receptor 
internalization in the superficial laminae of the lumbar spinal cord. As expected, we 
observed that both heat and mechanical noxious stimuli induced robust NKi receptor 
internalization in the side ipsilateral to the stimulus. As shown by others [33,79], we 
observed that DAMGO blocked the NKi receptor internalization induced by noxious 
mechanical stimulation. We also showed, for the first time, that preemptive treatment with 
intrathecal DAMGO decreased the NKi receptor internalization evoked by noxious heat 
stimulation of the paw. These results suggest that peptidergic primary afferents are 
involved in DNIC triggered by noxious heat and mechanical stimulations and that these 
fibers are regulated by MOPR. Admittedly, there is a possibility that noxious heat and 
mechanical stimulations are processed in distinct subpopulations of primary afferents 
expressing MOPR.
The most important contribution of this study lies in the demonstration that the 
activation of spinal MOPR efficiently blocks both heat and mechanical noxious stimuli- 
induced DNIC activation and substance P release from primary afferents. Such findings are 
of particular importance because opioids (mostly MOPR agonists) are commonly used to 
alleviate pain of various etiologies [6,17,23,49,50]. Admittedly, although we found that 
spinal DAMGO similarly inhibited the DNIC triggered by heat and mechanical noxious 
stimuli applied to the hindpaws, MOPR agonists may not be equally potent at inhibiting all 
pain modalities. Indeed, neuropathic pain is often less sensitive to systemic morphine or 
other opioids than other types of pain [4,30,34,47]. The contribution of opioid receptors at 
supraspinal sites was not studied here. Despite the fact that we cannot exclude the 
possibility that spinal DAMGO could inhibit multiple subpopulations of selective heat- and 
mechano-sensitive nociceptors, the current study revealed that peptidergic C-fibers are
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involved in heat and mechanical pain processing, a dogma recently challenged by others 
[14,65].
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6. M é t h o d e s  h o r s  a r t i c l e  ( s u i t e )  : i m p l i c a t i o n  d e  DOPR
DANS LE SOULAGEMENT D ’UNE DOULEUR D ’ORIGINE MÉCANIQUE
6.1 Induction de l’inflammation
Une inflammation unilatérale a été induite par une injection sous-cutanée de 
l’adjuvant complet de Freund (CFA) (100 pl, équivalent à 50 pg de mycobacterium 
butyricum) (Calbiochem et Sigma-Aldrich) au niveau de la surface plantaire de la patte 
postérieure droite de rats mâles Sprague-Dawley (250-300 g) sous une brève anesthésie à 
l’isoflurane. Les expériences ont été réalisées 72 hrs suite à cette injection de CFA.
6.2 Injection des drogues
La Dit II (Sigma-Aldrich) a été diluée dans de la saline stérile et injectée dans 
l’espace intrathécal (8 pg pour les études d’électrophysiologie et 10 pg pour les études 
d’immunofluorescence), tel que précédemment décrit (voir l’article à la section 5). Lors des 
études d’électrophysiologie, le naltrindole (Sigma-Aldrich) a été injecté i.v., via la veine 
jugulaire, à raison de 4 mg/kg, 50 minutes après l’injection i.t. de Dit II. Le choix de la dose 
de naltrindole est basé sur des doses qui ont été précédemment utilisées dans la littérature 
(Verborgh et al. 1999; Le Guen et al. 2003; Need et al. 2007).
Les expériences d’électrophysiologie extracellulaire unitaire in vivo ainsi que les 
immunofluorescences du récepteur NKi ont été réalisées tel que décrit dans l’article 
(section 5). Toutefois, la stimulation douloureuse consistait en une application d’une 
pression de 250 g, sur la patte inflammée (ipsilatérale), ou de 300 g, sur la patte saine 
(controlatérale), entre la 36e et la 60e stimulation électrique en alternant la patte ipsilatérale 
et controlatérale de l’animal pour les études d’électrophysiologie. Pour les études 
d’immunofluorescence, une pression de 250 g n ’était appliquée qu'une seule fois, sur la 
patte ipsilatérale seulement, et ce, pendant 38 secondes.
7. R é s u l t a t s  h o r s  a r t ic l e  (s u it e ) : im p l ic a t io n  d e  D O P R
DANS LE SOULAGEMENT D ’UNE DOULEUR D ’ORIGINE MÉCANIQUE
7.1 Effet indirect de la Dit II i.t. sur les CIDN induits par une stimulation douloureuse 
d’origine mécanique (résultats obtenus en collaboration avec le laboratoire du Pr 
Dallel, Clermont-Ferrand)
Tel qu’illustré à la figure 16, l’injection i.t. de Dit II parvient à diminuer le 
pourcentage d’inhibition du nombre de potentiels d’action des fibres C induits par 
l’application d’une pression de 250 g sur la patte inflammée (figure 16A). D’ailleurs, 
l’injection de Dit II n’affecte pas le nombre de potentiels évoqués des fibres C enregistrés 
au niveau du Sp50 (sous-noyau oralis du complexe sensitif du trijumeau) (ces résultats ne 
sont pas présentés), ce qui suggère que l’effet de cet agoniste DOPR se limite au niveau 
spinal (Dallel et al. 1998). Comparativement à avant son injection, l’effet de la Dit II est 
significatif du côté ipsilatéral autant lorsque les animaux sont testés de 10 à 20 minutes (54 
± 10%) ou bien de 30 à 40 minutes (76 ± 12%) suite à l’injection de la drogue. Cet effet est 
sélectif à DOPR puisqu’il est renversé par une injection i.v. de naltrindole. Du côté 
controlatéral (figure 16B), la Dit II ne parvient pas à diminuer l’inhibition du nombre de 
potentiels d’action évoqués des fibres C engendrée par l’application d’une pression de 300 
g sur la patte saine des animaux. Cette absence d’effet est observée autant de 10 à 20 
minutes (77 ± 13%) que de 30 à 40 minutes (98 ± 17%) suite à l’injection de l’agoniste de 
DOPR. Malgré tout, il est intéressant de noter que l’injection de naltrindole augmente 
significativement le pourcentage d’inhibition du nombre de potentiels d’action évoqués des 
fibres C (192 ± 33%) comparativement à avant, 10-20 minutes et 30-40 minutes après 
l’injection de Dit II. Cet effet peut possiblement être expliqué par l’inhibition d’un tonus 
opioïdergique endogène (Martin et al. 2003). (figure 16A; p  < 0.0001, F= 24.97, figure 
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Figure 16: Effet indirect de la Dit II i.t. sur les CIDN induits par une stimulation 
douloureuse d’origine mécanique. Ces expériences ont été réalisées 72 hrs après que les 
rats aient reçu une injection de CFA dans la surface plantaire (patte ipsilatérale). Les 
potentiels d’action évoqués des fibres C de neurones WDR du complexe sensitif du 
trijumeau ont été enregistrés. Ces potentiels d’action ont été engendrés par des séquences 
de 105 stimulations électriques successives appliquées au niveau du champ récepteur des 
neurones. A chacune de ces séquences, les CIDN ont été induits par l’application d’une 
pression de 250 g (patte ipsilatérale) ou de 300 g (patte controlatérale) entre la 36e et la 60e 
stimulation électrique sur les pattes amères des animaux, en alternant la patte ipsilatérale et 
controlatérale. La figure est une représentation graphique du pourcentage d’inhibition 
moyen du nombre de potentiels d’action évoqués des fibres C obtenu lors d’une stimulation 
de la patte ipsilatérale (A) ou controlatérale (B), soit avant, 10 à 20 minutes ou bien 30 à 40 
minutes suite à l’administration i.t. de Dit II (8 pg). Cinquante minutes suite à cette 
injection, une injection i.v. de naltrindole (4 mg/kg) a été effectuée. Les données présentées 
sont normalisées par rapport aux données avant l’administration de la Dit II. Ainsi, on 
considère que l’application du stimulus douloureux mécanique induit 100% d’inhibition du 
nombre de potentiels d’action évoqués des fibres C. ***p > 0.001, **p > 0.01, *p > 0.05, 
one-way ANOVA sur mesures répétées suivi d’un post-test de Bonferroni. Les nombres 
entré parenthèses représentent le nombre d’animaux testés. Les barres d’erreur représentent 
les erreurs standards de la moyenne SEM.
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7.2 Effet de la Dit II i.t. sur l’internalisation du récepteur NKi induite par une 
stimulation douloureuse d’origine mécanique
Du côté controlatéral des animaux traités avec la saline i.t. et ayant reçu une 
pression de 250 g sur la patte inflammée, le récepteur NKi était présent à la surface 
membranaire des neurones de la lamina I de la moelle épinière (figure 17A). L’application 
de ce même stimulus douloureux induit une forte internalisation (81 ±3 %) de NKi du côté 
ipsilatéral (côté où la patte a reçu une injection de CFA et où le stimulus douloureux a été 
appliqué) (figures 17B et D). L’injection i.t. de Dit II 10 minutes préalablement à la 
stimulation douloureuse parvient à diminuer de façon significative la proportion de 
neurones qui internalise NKi (39±4%) (figures 17C et D). La figure 17D montre que les 
animaux ayant reçu une injection i.t. de saline, mais aucune stimulation douloureuse, ont 
une faible proportion de neurones ayant intemalisé NKi (13±1%) du côté ipsilatéral de la 
moelle.
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Figure 17: Effet de la Dit II i.t. sur l’internalisation du récepteur NKi induite par une 
stimulation mécanique. Ces expériences ont été réalisées 72 hrs après que les animaux 
aient reçu une injection de CFA dans la surface plantaire. L’internalisation du récepteur 
NKi a été induite par l’application d’une pression de 250 g pendant 38 secondes sur la patte 
ipsilatérale des rats. Les neurones positifs pour NKi ont ensuite été observés par 
immunofluorescence. La stimulation mécanique a été appliquée 10 minutes suite à 
l’injection i.t. de saline (A, B) ou de Dit II 10 pg (C). Les images prises en microscopie 
confocale montrent que la stimulation mécanique n’affecte pas la localisation membranaire 
de NKi du côté controlatéral de la moelle épinière d’un animal traité avec la saline (A). Par 
contre, l’application de ce même stimulus induit une forte internalisation du côté ipsilatéral 
de ce même animal (B). L’injection de Dit II inhibe significativement l’internalisation de 
NKi induite par la pression mécanique (C). Le graphique représente le pourcentage de 
neurones ayant intemalisé NKi du côté ipsilatéral de la moelle épinière lombaire (D). Les 
animaux ayant reçu une injection i.t. de saline, mais aucune stimulation douloureuse ont un 
niveau peu élevé de neurones ayant intemalisé le récepteur NKi (D). ***p > 0.001, one­
way ANOVA suivi d’un post-test de Bonferroni. Les nombres entre parenthèses 
représentent le nombre d’animaux par groupe. Les barres d’erreur représentent les SEM.
8 . D is c u s s io n
8.1 Caractérisation pharmacologique de 2 ligands biotinylés ciblant DOPR
Depuis les travaux de Scherrer et collaborateurs, la spécificité des anticorps 
commerciaux ciblant DOPR a sérieusement été mise en doute (Scherrer et al. 2009). 
L’objectif de cette section consistait à caractériser les propriétés pharmacologiques de 2 
marqueurs d’affinité, soit le TIPP-biotine et la Dlt-biotine, afin de déterminer si ces ligands 
représentent de bons outils alternatifs aux anticorps ciblant DOPR.
8.1.1 TIPP-biotine
Des essais de liaison par compétition ont permis d’observer que le TIPP-biotine 
possède une affinité élevée pour DOPR. D’ailleurs, TIC5 0  obtenu (8.6 nM) est comparable 
à celui de 10.4 nM (Aldrich et al. 2009) qui a déjà été observé dans la littérature pour une 
molécule très similaire, à l’exception que la molécule en question contenait une véritable 
biotine (Tyr-Tic-Phe-Phe(para-bromoacétamide)-Asp-biotine), et non une desthiobiotine, 
comme c’est le cas ici. L’ajout du lien de polyéthylène glycol et de la desthiobiotine à 
l’extrémité C-terminale du peptide n ’affecte pas beaucoup son affinité pour DOPR, puisque 
sans ces ajouts, le ligand Tyr-Tic-Phe-Phe(para-bromoacétamide) possède une affinité de 
5.4 nM (Kumar et al. 2002). L’affinité de notre TIPP-biotine envers DOPR s’est reflétée au 
niveau de la proportion élevée (87%) de récepteurs qu’il occupe de façon irréversible 
(liaison résistante à un lavage acide) suite à une incubation de 60 minutes en présence de 
DOPR. Cette valeur obtenue est supérieure à celle de 69% retrouvée dans la littérature pour 
le Tyr-Tic-Phe-Phe(para-bromoacétamide)-Asp-biotine (Aldrich et al. 2009). Cette 
différence peut possiblement être expliquée par la plus faible concentration du ligand qui a 
été utilisée dans l’étude d’Aldrich et al. Celle-ci se rapprochait de ITC5 0 du ligand (Aldrich 
et al. 2009), alors que nous avons utilisé une concentration qui est environ 10 fois 
supérieure à cet IC5 0 . Concernant ses propriétés d’intemalisation, nos observations 
suggèrent que le TIPP-biotine n’entraîne pas l’internalisation de DOPR, ce qui a déjà été
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rapporté dans la littérature avec le TIPP lié à l’Alexa488 (TIPP-A488), une molécule 
fluorescente (Arttamangkul et al. 2000).
Pour poursuivre, nous voulions savoir s’il était possible d’isoler DOPR avec le 
TIPP-biotine, et de visualiser le récepteur à l’aide de ce ligand lors de buvardage de type 
Western. Pour ce faire, des extraits membranaires de cellules HEK HA-hDOPR ont été 
utilisés. La précipitation du TIPP-biotine ainsi que des protéines qui y étaient liées a résulté 
en l’apparition de 5 bandes. Ces mêmes bandes ont été obtenues lorsque le récepteur HA- 
hDOPR a été immunoprécipité avec un anti-HA. Ceci suggère que les bandes observées 
dans l’échantillon précipité avec le TIPP-biotine correspondent bel et bien à DOPR. De 
plus, les PM calculés de ces 5 bandes sont très similaires aux PM associés, par une autre 
équipe de recherche, à des formes matures et immatures de DOPR retrouvées dans des 
cellules HEK hDOPR-FLAG (Petaja-Repo et al. 2000). Donc, tout porte à croire qu’il est 
possible d’isoler DOPR in vitro avec le TIPP-biotine et d’ensuite visualiser le récepteur par 
buvardage. Ce pull-down de DOPR avec le TIPP-biotine n’étant qu’un essai préliminaire, il 
n’a été effectué qu’une seule fois. Bien entendu, il serait primordial de vérifier si les 
résultats obtenus sont reproductibles et si la liaison entre le TIPP-biotine et DOPR peut être 
bloquée par un prétraitement des extraits membranaires avec le NTII, un antagoniste 
sélectif et irréversible de DOPR.
Jusqu’à présent, le TIPP-biotine présente des propriétés de liaison in vitro 
particulièrement intéressantes. Toutefois, il faut considérer que les lignées cellulaires 
utilisées présentent une surexpression de DOPR, ce qui est peu représentatif de la réalité 
des tissus animaux, où il est exprimé en quantités nettement moindres. Donc, afin de 
valider son utilisation comme outil alternatif à l’utilisation d’anticorps pour permettre la 
visualisation de DOPR, il est fondamental de caractériser la capacité de ce ligand à lier le 
DOPR endogène, dans des tissus ou des extraits de tissus animaux. Pour réaliser cela, nous 
avons d’abord incubé le TIPP-biotine en présence d’extraits totaux de moelle épinière de 
rats, de souris WT et de souris DOPR-KO, prétraités ou non au NTII. Une bande de 50.0 
kDa a été observée dans les puits où les échantillons ont été traités avec le TIPP-biotine, et 
n’était pas présente en l’absence d’un traitement avec le ligand. Dans la littérature, des 
bandes de 52 et 68 kDa ainsi que de 125 kDa ont été associées à des formes monomériques 
et homodimériques, respectivement, du récepteur présent dans des extraits de moelle
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épinière de rats (Cahill et al. 2001a). Basé sur ces résultats, mais en gardant en tête que les 
auteurs ont utilisé des anticorps ciblant DOPR dans cette étude, la bande de 50.0 kDa 
reconnue par le TIPP-biotine dans nos homogénats de moelle épinière pourrait donc 
correspondre à une forme monomérique de DOPR. Cependant, contre toute attente, une 
bande à 50.0 kDa est également apparue chez les souris DOPR-KO. Qui plus est, un 
prétraitement avec le NTII n’est pas parvenu à empêcher l’apparition de cette bande ni chez 
les rats, ni chez les souris. Par conséquent, ces observations insinuent que la bande 
reconnue par le TIPP-biotine ne correspondrait pas à DOPR. Nous avons par la suite tenté 
de précipiter le récepteur dans ces extraits, soit avec le ligand biotinylé/microbilles 
d’avidine-agarose ou un anticorps anti-DOPR/microbilles protéine A-sépharose, afin de 
voir si des résultats similaires aux extraits totaux étaient obtenus lors d’un pull-down. 
Malgré les expérimentations répétées maintes et maintes fois, nous ne sommes pas 
parvenus à nos fins.
Des essais de liaison du TIPP-biotine sur des coupes de moelle épinière de rats, de 
souris WT et DOPR-KO ont ensuite été réalisés. Chez les rats, un marquage répandu au 
travers de toutes les laminae de la moelle épinière a été obtenu. Ces résultats concordent 
avec ce qui a été observé précédemment lors d’études autobiographiques (Gouarderes et 
al. 1993b; Mennicken et al. 2003). Dans ces études, les auteurs ont mis en évidence la 
distribution de DOPR à l’aide de ligands sélectifs à ce récepteur couplés à une molécule 
radioactive d’iode 125 ([125I]-Dlt I et [125I]-Dlt II respectivement) (Gouarderes et al. 1993b; 
Mennicken et al. 2003). De plus, contrairement à ce qui avait été obtenu sur les extraits 
totaux de moelle, la liaison du TIPP-biotine a été bloquée par un prétraitement avec le 
NTII, suggérant ainsi la sélectivité de cette liaison pour DOPR. Chez les souris WT, le 
marquage était plus visible au niveau des corps cellulaires présents dans les laminae plus 
profondes (cornes ventrales) de la moelle. Il est difficile de dire si ce marquage était 
également présent, ou non, dans les laminae plus superficielles. Il serait important de 
répéter à nouveau cette expérience préliminaire, pour s’assurer que le marquage concorde 
bien avec la distribution homogène, avec une légère prédominance pour les laminae 
superficielles, de DOPR qui a été précédemment observée chez la souris avec la [125I]-Dlt II 
(Mennicken et al. 2003). Par-dessus tout, ce marquage était absent chez les souris DOPR-
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KO. Ceci suggère que le TEPP-biotine ne se lie pas aux tissus des souris DOPR-KO, ce qui 
s’oppose aux résultats obtenus par buvardage sur les homogénats de moelle épinière.
Comment expliquer la divergence entre les résultats obtenus avec les homogénats de 
moelle et ceux obtenus avec les coupes de moelle? À prime abord, un génotypage de souris 
DOPR-KO provenant du même endroit que celles utilisées pour ces expériences a 
récemment été réalisé par l’assistante de recherche de notre laboratoire. Sans être des 
résultats définitifs, il a été observé que certaines souris identifiées comme étant DOPR-KO 
présentaient le gène de DOPR. Cette observation a donc mis en doute les expériences 
réalisées avec ces souris. Ainsi, le buvardage est une méthode extrêmement sensible et 
quantitative (Westermeier et al. 2005). Cette méthode aurait détecté la présence, même en 
infime quantité, du récepteur chez certaines souris DOPR-KO dont les moelles ont été 
utilisées pour les homogénats (plusieurs moelles ont été utilisées pour faire ces 
homogénats). Quant aux essais de liaison sur coupes, ils n’ont été effectués que sur une 
seule moelle épinière d’une souris DOPR-KO. De plus, ces essais reposent sur une 
évaluation qualitative du marquage par l’observateur. Il est donc plausible que 
l’observateur ait jugé qu’il n ’y avait aucun marquage sur les coupes de la souris DOPR- 
KO, alors, qu’en réalité, un faible marquage pouvait être présent. Afin de clarifier le tout, 
une analyse quantitative s’impose. Pour se faire, il serait possible de révéler les coupes à 
l’aide de streptavidine couplée à des molécules fluorescentes, puis de quantifier la 
fluorescence présente sur les coupes des souris WT et DOPR-KO. Néanmoins, ceci est loin 
d’expliquer pourquoi le NTII ne parvient pas à bloquer la liaison du TIPP-biotine dans les 
extraits de moelle. Il est possible que les conditions d’incubation du NTII en présence des 
extraits n’aient pas été optimales. Il est évident que les conditions d’expérimentations 
doivent être optimisées et les expériences répétées sur des souris DOPR-KO dont le 
génotypage pourra être confirmé. Sans quoi, nous ne pouvons pas apporter de conclusion 
définitive quant à savoir si le TIPP-biotine se lie sélectivement à DOPR et s’il peut ainsi 
représenter un outil intéressant alternatif aux anticorps.
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8.1.2 Dlt-biotine
Concernant la Dlt-biotine, les essais de liaison par compétition ont permis de 
déterminer que ce ligand possède une affinité apparente de 742.7 nM pour DOPR. Dans ce 
cas-ci, l’ajout du lien polyéthylène glycol et de la molécule desthiobiotine semble être en 
partie responsable de cette affinité peu élevée. En ce sens, le ligand [D-Ala2, Phe(para- 
isothiocyanate)3]-deltorphine I (le même ligand que le nôtre, mais sans le lien de 
polyéthylène glycol et sans la desthiobiotine) possède des caractéristiques intéressantes 
avec une affinité apparente de 83 nM et une proportion d’occupation irréversible de 45% 
des récepteurs suite à une incubation de 90 minutes à une concentration de 80 nM (Aldrich 
et al. 2004). La Dlt-biotine est environ 86 fois moins affine pour DOPR que le TIPP- 
biotine. L’affinité peu élevée de la Dlt-biotine peut possiblement expliquer sa faible 
capacité à intemaliser le DOPR-GFP présent à la surface membranaire des cellules DRG- 
F l l ,  contrairement à la Dit II qui a engendré une forte internalisation du récepteur. Des 
modifications sur la Dlt-biotine s’imposent donc pour optimiser son affinité envers DOPR. 
Pour cette raison, ce ligand biotinylé a rapidement été mis de côté et n’a pas été caractérisé 
davantage.
Dans la littérature, il est bien connu que la stimulation de DOPR par certains 
agonistes entraîne son endocytose (Trapaidze et al. 1996; Chu et al. 1997; Arttamangkul et 
al. 2000; Lee et al. 2002; Bie et al. 2007), un phénomène dépendant des vésicules de 
clathrines (Trapaidze et al. 1996; Chu et al. 1997; Zhang et al. 1999; Lee et al. 2002). Bien 
que la Dlt-biotine ait été mise de côté pour le moment, il serait avantageux d’avoir un 
marqueur d’affinité sélectif à DOPR qui entraîne une internalisation du récepteur. En effet, 
l’utilisation d’un ligand qui n ’intemalise pas DOPR, tel que le TIPP-biotine, ne permet de 
voir que les récepteurs situés à la surface membranaire des cellules, lorsqu’il est injecté in 
vivo. Par contre, un ligand biotinylé qui garderait ses propriétés fonctionnelles 
d’internalisation du récepteur pourrait être utilisé pour clarifier les différents processus et 
les interactions protéiques qui régulent DOPR lors de son trafic intracellulaire. Ce qui suit 
représente 2 situations où l’utilisation d’un ligand biotinylé entraînant l’intemalisation de 
DOPR serait appropriée et avantageuse.
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8.1.2.1 Étude du trafic de DOPR : GASP1
Lorsque DOPR internalise, il emprunte majoritairement la voie protéolytique 
lysosomale pour y être dégradé (Tsao et al. 2000; Tanowitz et al. 2002; Whistler et al. 
2002; Hislop et al. 2009). À l’inverse, lorsque MOPR est intemalisé par certains agonistes, 
dont le DAMGO, il est principalement adressé vers la voie de recyclage et retourne vers la 
membrane plasmique (Law et al. 2000a; Qiu et al. 2003). Tout comme certains autres 
RCPGs qui subissent le même sort que DOPR, le routage majoritaire vers les lysosomes 
entraîne une régulation négative des récepteurs à la surface membranaire, et donc une 
atténuation prolongée de la transduction du signal engendrée par ces récepteurs (Trejo et al. 
1999; Tsao et al. 2000). Les mécanismes expliquant cette différence entre MOPR et DOPR 
ne sont pas très bien connus. L’un de ces mécanismes suggère qu’une forte interaction entre 
la queue cytoplasmique de DOPR et la protéine GASP1 (G protein coupled receptor 
associated sorting protein) pourrait en partie expliquer ce phénomène (Whistler et al. 2002; 
Nagi et al. 2011). Par ailleurs, la création de souris déficientes pour le gène codant pour la 
protéine GASP1 a récemment été rapportée dans la littérature (Boeuf et al. 2009). À l’aide 
de ces souris et d’un ligand biotinylé intemalisant DOPR, il serait particulièrement 
intéressant de voir les conséquences de l’absence de cette protéine sur le routage in vivo de 
DOPR. Brièvement, des souris WT et GASP 1-KO seraient d’abord traitées de façon à 
favoriser l’augmentation de la densité membranaire de DOPR (voir section 1.2.5). Ensuite, 
le ligand biotinylé serait injecté par voie intrathécale, les animaux seraient euthanasiés et 
leur moelle épinière serait récupérée. À partir des homogénats de moelle de souris WT et 
GASP 1-KO, les endosomes précoces et tardifs ainsi que les lysosomes pourraient être 
séparés avec un gradient de Percoll (Tjelle et al. 1996). Dans chacune des 3 fractions 
cellulaires obtenues, le ligand biotinylé, lié de façon covalente à DOPR, serait précipité par 
pull-down à l’aide des billes d’avidine-agarose. Le précipité serait alors déposé sur gel 
d’acrylamide pour procéder à une électrophorèse, puis à un buvardage de type Western. Les 
membranes seraient révélées par chimiluminescence avec le kit ABC. Ainsi, les bandes 
obtenues pourraient être quantifiées et la quantité de DOPR présente dans chacune des 
fractions cellulaires pourrait être déterminée chez les souris WT et GASP 1-KO.
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8.1.2.2 Étude du trafic de DOPR et du complexe MOPR-DOPR : NHERF-1
Basé sur la colocalisation de MOPR et de DOPR dans les afférences primaires 
nociceptives, il a récemment été suggéré que l’activation de DOPR au sein des complexes 
MOPR-DOPR présents à la surface cellulaire des neurones mène à une cointemalisation et 
à une codégradation de MOPR et de DOPR (He et al. 2011). Ce phénomène pourrait entre 
autres potentiellement expliquer pourquoi DOPR est impliqué dans le développement de la 
tolérance à la morphine (Abdelhamid et al. 1991; Kest et al. 1996; Zhu et al. 1999; He et 
al. 2011).
D’un autre côté, il a été observé que l’interaction de certains RCPGs, dont KOPR et 
le récepteur J32-adrénergique, avec la protéine NHERF-1 (Na+/P t Exchanger Regulatory 
Factor){mss\ connue sous le nom d’EBP50 pour Ezrin-radixin-moesin(ERM)-binding 
phosphoprotein-50), est importante pour le routage de ces récepteurs vers la voie de 
recyclage à la membrane (Liu-Chen 2004; Hanyaloglu et al. 2008). Or, cette protéine a peu 
d’interaction avec DOPR in vitro (Huang et al. 2004) et in vivo (Bie et al. 2010). 
Néanmoins, il a été observé qu’un traitement chronique à la morphine est capable 
d’augmenter l’interaction entre DOPR et NHERF-1 in vivo (Bie et al. 2010). En 
conséquence, il serait intéressant d’étudier le routage de DOPR et, par le fait-même du 
complexe MOPR-DOPR chez des souris WT et NHERF-1-KO (Shenolikar et al. 2002) à la 
suite d’un traitement chronique à la morphine. Pour ce faire, les souris seraient d’abord 
traitées de façon chronique à la morphine. Puis, un ligand biotinylé capable d’intemaliser 
DOPR serait utilisé pour effectuer une procédure similaire à ce qui a été décrit à la section 
8.1.3.2. Les membranes obtenues par buvardage de type Western pourraient alors être 
révélées avec le kit ABC, pour ainsi visualiser DOPR lié au ligand biotinylé. Ces 
membranes pourraient ensuite être lavées à l’acide {stripping) et être révélées à nouveau, 
mais cette fois-ci avec un anticorps dirigé contre MOPR. De cette façon, il serait possible 
de voir si MOPR a été précipité avec DOPR lors du pull-down avec les billes d’avidine- 
agarose. Le tout pourrait être quantifié et ce, pour chacune des fractions cellulaires 
obtenues (endosomes précoces et tardifs, ainsi que les lysosomes).
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8.1.3 Avantages des marqueurs d ’affinité biotinylés par rapport aux anticorps
Tout comme les anticorps, les ligands biotinylés peuvent être utilisés directement 
sur des tissus ou des homogénats de tissus animaux, à condition que le site de liaison du 
ligand sur DOPR ne soit pas dénaturé. La sélectivité du marqueur dépend principalement 
de la sélectivité du ligand de départ qui a été utilisé. On peut donc atteindre une sélectivité 
très élevée du ligand biotinylé pour son récepteur, tel que démontré par le TIPP-biotine, 
dont l’affinité est de l’ordre du nanomolaire. Il va sans dire que les marqueurs d’affinité 
biotinylés sont des outils qui présentent des avantages par rapport à l’utilisation des 
anticorps. Le plus grand avantage étant que, tel que décrit dans les sections précédentes, ces 
ligands peuvent être injectés in vivo par la voie intrathécale et se lier de façon covalente aux 
récepteurs. Injectés de cette façon, ils peuvent être utilisés pour étudier autant l’expression 
membranaire de DOPR (ex : avec le TIPP-biotine qui n’internalise pas DOPR) que son 
trafic intracellulaire (ex : voir sections 8.1.2.1 et 8.1.2.2).
8.2 Implication de MOPR et de DOPR dans des douleurs d’origines thermique et 
mécanique
Contrairement à la théorie des nocicepteurs polymodaux stipulant qu’une même 
sous-population de nocicepteurs peut répondre à différentes modalités de douleurs (dont 
thermique et mécanique) (Perl 1996; Cain et al. 2001), la théorie de la spécificité stipule 
plutôt que chaque modalité de douleur engendre l ’activation de sous-populations distinctes 
de nocicepteurs (Norrsell et al. 1999; Abrahamsen et al. 2008; Cavanaugh et al. 2009; 
Scherrer et al. 2009). Basé sur cette dernière théorie, il a récemment été suggéré que les 
douleurs d’origine thermique seraient transmises par la sous-population de neurones 
peptidergiques TRPV1+/IB4', alors que les neurones non-peptidergiques IB4+ 
transmettraient plutôt les douleurs d’origine mécanique (Scherrer et al. 2009). Par ailleurs, 
au niveau des DRGs, Scherrer et collaborateurs ont observé une localisation majoritaire de 
MOPR au sein des neurones peptidergiques TRPV1+/IB4‘, alors que DOPR se retrouverait 
au sein des neurones non-peptidergiques IB4+ (Scherrer et al. 2009). En conséquence, ces
107
résultats suggèrent que l’activation spinale de MOPR contrôlerait préférentiellement les 
douleurs thermiques, tandis que celle de DOPR aurait une action préférentielle sur les 
douleurs mécaniques. Cette hypothèse a d’ailleurs été appuyée par des études 
comportementales chez les souris (Scherrer et al. 2009). L’objectif de cette section était 
donc de clarifier l’implication de MOPR et de DOPR dans le contrôle des douleurs 
thermiques et mécaniques.
8.2.1 Retour sur Vartiele : Implication de MOPR dans des douleurs d ’origines thermique 
et mécanique
À l’aide d’études d’électrophysiologie extracellulaire unitaire in vivo, nous avons 
démontré que l’administration intrathécale de DAMGO, un agoniste sélectif à MOPR 
(Zadina et al. 1997), inhibe l’activation des CIDN induite par l’application d’une 
stimulation nociceptive thermique et mécanique au niveau de la patte arrière chez le rat. 
L’effet du DAMGO sur les douleurs d’origines thermique et mécanique est renversé par 
une administration systémique de naloxone, un antagoniste non-sélectif des récepteurs 
opioïdergiques. Des études immunohistochimiques de visualisation de l’intemalisation des 
récepteurs NKi sont venus corroborés les résultats obtenus en électrophysiologie. Ainsi, le 
DAMGO inhibe l’intemalisation des récepteurs NKi induite par une stimulation 
nociceptive thermique ou mécanique. Nos résultats suggèrent donc que l’activation spinale 
de MOPR est capable de contrôler autant les douleurs de nature thermique que mécanique, 
ce qui s’oppose aux travaux de Scherrer et collaborateurs (Scherrer et al. 2009).
L’implication de l’activation spinale de MOPR dans le soulagement des douleurs 
thermiques est bien acceptée par la communauté scientifique. Chez les rongeurs, il a été 
observé que les agonistes de MOPR sont capables d’inhiber des douleurs thermiques telles 
qu’évaluées par différents tests comportementaux, dont le test de la plaque chaude (Porreca 
et al. 1984), le test du retrait de la queue (tail-flick) (Nakazawa et al. 1985; Nagasaka et al. 
1995; Tejwani et al. 2002; Scherrer et al. 2009) et le test plantaire de Hargreaves (sur 
animaux hyperalgésiques) (Stewart et al. 1994; Qiu et al. 2000; Beaudry et al. 2009). 
D’ailleurs, une administration intrathécale de DAMGO est également apte à diminuer les 
comportements associés à une douleur thermique induite chimiquement par une injection
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de capsaïcine, un agoniste des récepteurs thermosensitifs TRPVl (Beaudry et al. 2011). En 
ce qui concerne l’implication d’une activation spinale de MOPR dans le soulagement des 
douleurs mécaniques, elle est un peu plus controversée. Ainsi, toujours chez les rongeurs, 
des études ont démontré une efficacité des agonistes MOPR envers des comportements 
douloureux associés à une pression exercée sur la queue (Nakazawa et al. 1985; Chaki et 
al. 1988; Iwai et al. 2012) et la patte arrière (Kondo et al. 2005), ou envers une allodynie 
tactile dans un modèle de douleur neuropathique (filaments de von Frey) (Nichols et al. 
1995). Néanmoins, d’autres études n’ont pas observé d’effet des agonistes MOPR, tel 
qu’évalué par des filaments de von Frey, ni chez les animaux sains (Scherrer et al. 2009), ni 
chez ceux atteints de douleur neuropathique (Yaksh et al. 1995).
8.2.2 Implication de DOPR dans des douleurs d ’origines thermique et mécanique
8.2.2.1 DOPR et l ’inhibition des douleurs mécaniques
Nos études d’électrophysiologie in vivo et de visualisation de l’internalisation du 
récepteur NKi ont démontré que l’activation spinale de DOPR est capable d’inhiber une 
douleur mécanique dans un modèle de douleur inflammatoire induite par une injection de 
CFA. L’effet observé est sélectif à DOPR puisqu’une injection i.v. de naltrindole parvient à 
le renverser lors des études d’électrophysiologie. Dans ce même modèle de douleur 
inflammatoire, des études basées sur les comportements des animaux face à une stimulation 
mécanique, dont une étude de notre laboratoire effectuée chez les rats (Otis et al. 2011) 
ainsi que celle de Scherrer et collaborateurs effectuée chez les souris (Scherrer et al. 2009), 
vont dans le même sens que les résultats de notre étude. Par ailleurs, la Dit II n’exerce son 
effet que du côté ipsilatéral (côté de la patte inflammée) et reste sans effet du côté 
controlatéral. Cet effet antihyperalgésique de la Dit II pourrait être expliqué par 
l’augmentation unilatérale, du côté ipsilatéral, de la densité membranaire de DOPR au 
niveau des neurones de la moelle épinière (Cahill et al. 2003; Morinville et al. 2004b) ainsi 
qu’au niveau des DRGs de petit et de moyen diamètres (Gendron et al. 2007a) qui a déjà 
été observée chez les rongeurs dans ce modèle de douleur induite par une injection de CFA.
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Un effet antihyperalgésique des agonistes DOPR envers une allodynie mécanique a aussi 
été observée dans un modèle de douleur neuropathique basé sur une ligature du nerf 
sciatique (Holdridge et al. 2007). Enfin, une activation spinale de DOPR a déjà été 
rapportée comme ayant un effet antinociceptif significatif face à une douleur engendrée par 
une pression exercée sur la patte des animaux (Miaskowski et al. 1990; Sutters et al. 1990; 
Miaskowski et al. 1991).
Lors de nos expériences, nous avons observé qu’une injection intrathécale de Dit II 
parvenait à inhiber l’intemalisation des récepteurs NKi induite par une douleur mécanique. 
Nous avons préalablement démontré que cet effet est causé par une action présynaptique de 
la Dit II sur DOPR, de par une inhibition de la relâche de SP des afférences primaires 
(Beaudry et al. 2011). Ces résultats suggèrent donc la présence de DOPR au sein des 
neurones non-myélinisés peptidergiques qui expriment la SP. Ceci est en accord avec 
plusieurs autres travaux ayant observé une colocalisation de DOPR et de la SP dans 
certains neurones de petit diamètre au niveau des DRGs, mais aussi au niveau de la moelle 
épinière des rongeurs (Arvidsson et al. 1995a; Minami et al. 1995; Zhang et al. 1998a; 
Guan et al. 2005; Riedl et al. 2009). Néanmoins, nos résultats vont à rencontre des travaux 
de Scherrer et collaborateurs qui, à l’aide d’études immunohistochimiques, n’ont observé 
aucune colocalisation de DOPR-eGFP avec certains marqueurs des neurones non- 
myélinisés peptidergiques, dont la SP et le CGRP (Scherrer et al. 2009).
8.2.2.2 DOPR et l ’inhibition des douleurs thermiques
Actuellement, des expériences d’électrophysiologie et d’intemalisation des 
récepteurs NKi sont en corns afin d’évaluer l’implication d’une activation spinale de 
DOPR sur une douleur de nature thermique. Ceci étant dit, nous ne pouvons pas émettre de 
conclusion définitive en regard de nos résultats pour le moment. Malgré tout, plusieurs 
articles de la littérature nous portent à croire qu’une administration intrathécale d’un 
agoniste DOPR est apte à soulager des douleurs de nature thermique. Ainsi, dans un 
modèle de douleur inflammatoire, l’effet antihyperalgésique des agonistes DOPR face à des 
douleurs thermiques a déjà été démontré à l’aide du test plantaire de Hargreaves (Stewart et 
al. 1994; Qiu et al. 2000; Cahill et al. 2003; Gendron et al. 2007a; Gendron et al. 2007b;
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Beaudry et al. 2009). Chez les animaux sains, des effets antinociceptifs des agonistes 
DOPR face à une stimulation douloureuse thermique ont aussi déjà été rapportés avec le 
test de retrait de la queue (taïl-flick) (Tseng et al. 1997; Gendron et al. 2007a). Par ailleurs, 
une injection intrathécale de Dit II est également apte à diminuer les comportements 
associés à une douleur thermique induite chimiquement par une injection de capsaïcine 
(Beaudry et al. 2011). Cependant, Scherrer et collaborateurs ont observé que la Dit II et le 
DPDPE ([D-Pen2,5]-Enképhaline), deux agoniste considérés comme étant sélectifs à DOPR, 
conservaient tout leur potentiel analgésique chez des souris DOPR-KO dans le test du 
retrait de la queue (tail flick) et le test plantaire de Hargreaves (Scherrer et al. 2004). Pour 
ces 2 mêmes tests comportementaux, le potentiel analgésique de ces 2 agonistes était 
totalement aboli ou significativement diminué chez les souris MOPR-KO (Scherrer et al. 
2004). Les auteurs en ont donc conclu que les effets des agonistes DOPR envers des 
douleurs thermiques seraient causés par une action sur MOPR (Scherrer et al. 2004; 
Scherrer et al. 2009). Il va sans dire que cette conclusion est particulièrement difficile à 
concilier avec les études dont l’efficacité des agonistes DOPR face à des douleurs 
thermiques a été significativement renversée par le naltrindole, un antagoniste sélectif à 
DOPR (Stewart et al. 1994; Tseng et al. 1997; Gendron et al. 2007b; Beaudry et al. 2011).
8.3 Nocicepteurs polymodaux ou dichotomie entre les sous-populations de fibres C?
Comme précédemment mentionné, 2 théories s’opposent concernant les 
nocicepteurs : la théorie des nocicepteurs polymodaux et celle de la spécificité.
D’une part, des études d’électrophysiologie ont caractérisé la présence de 
nocicepteurs polymodaux chez de nombreuses espèces, dont le rat (Lynn et al. 1982; 
Fleischer et al. 1983; Leem et al. 1993), la souris (Koltzenburg et al. 1997; Cain et al. 
2001; Lawson et al. 2008), le singe (Croze et al. 1976; Georgopoulos 1976; Kumazawa et 
al. 1977; Campbell et al. 1979), et même chez l’humain (Torebjork et al. 1974; Adriaensen 
et al. 1980; Konietzny et al. 1981 ; Campero et al. 1996). D’ailleurs, la proportion des fibres 
C polymodales constituerait plus de 70% de la totalité des fibres non-myélinisées chez la 
souris et le rat (Lynn et al. 1982; Lawson et al. 2008). Selon Lawson et collaborateurs,
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chez la souris, 77% de ces fibres C polymodales seraient IB4+ et 15% seraient dites 
peptidergiques, puisqu’immunopositives pour le peptide CGRP (Lawson et al. 2008).
D’autre part, la théorie de la spécificité soutient que chaque modalité de douleur 
engendre l’activation de sous-populations de neurones bien spécifiques et distinctes 
(Norrsell et al. 1999). Des travaux basés sur le comportement des animaux, entres autres 
ceux de Cavanaugh et collaborateurs (Cavanaugh et al. 2009), appuient cette hypothèse. 
Dans cette étude, les auteurs ont effectué une ablation génétique des neurones non- 
myélinisés exprimant la protéine Mrgprd (Mas-related G-protein coupled receptor member 
D) chez des souris (Cavanaugh et al. 2009). Cette protéine est reconnue pour être 
majoritairement exprimée dans les neurones non-peptidergiques IB4+ (Dong et al. 2001). 
Les souris ayant un déficit en cette sous-population neuronale présentaient une diminution 
significative de leur sensibilité face à un stimulus mécanique, alors que leur sensibilité 
thermique n’était pas affectée (Cavanaugh et al. 2009). Toujours chez les souris, les auteurs 
ont également procédé à une ablation pharmacologique des neurones exprimant le canal 
thermosensitif TRPV1. Ces souris présentaient une perte de leur sensibilité thermique, alors 
que leur sensibilité mécanique n’était pas affectée (Cavanaugh et a l 2009). Les travaux 
d’Abrahamsen et al. vont également dans le sens de la théorie de la spécificité 
(Abrahamsen et al. 2008). Cette équipe a aussi utilisé une approche génétique pour détruire 
une sous-population spécifique de neurones, soit celle exprimant le canal sodique Nav1.8. 
Suite à cette délétion, les auteurs ont observé que très peu de neurones IB4+ étaient encore 
présents. Chez ces souris, les comportements associés à une stimulation douloureuse 
mécanique étaient absents, alors que ceux associés à la perception des douleurs thermiques 
étaient presqu’inchangés (Abrahamsen et al. 2008). C’est d’ailleurs basé sur ces 2 articles 
que Scherrer et al. en sont venus à la conclusion que les neurones peptidergiques 
TRPV1+/IB4' transmettent les douleurs thermiques, alors que les fibres non-myélinisées et 
non-peptidergiques EB4+ transmettent les douleurs mécaniques (Scherrer et al. 2009). Cette 
hypothèse est aussi appuyée par une étude publiée quelques années auparavant qui suggère 
que la SP libérée au niveau de la lamina I de la moelle épinière contribue de façon plus 
importante à la transmission des douleurs de nature thermique et contribue très peu à celle 
des douleurs d’origine mécanique (Mazario et al. 2007).
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Or, lors de nos études d’immunohistochimie dirigées contre les récepteurs NKi, 
nous avons observé que des stimulations d’origines thermique et mécanique engendrent 
l’intemalisation des récepteurs NKi. Dans la littérature, l’internalisation de ces récepteurs a 
été fréquemment utilisée pour quantifier la relâche de SP des afférences primaires (Abbadie 
et al. 1997; Marvizon et al. 2003; Kondo et al. 2005; Nazarian et al. 2008; Beaudry et al. 
2011). En accord avec nos résultats, il a été observé qu’une stimulation thermique (Abbadie 
et al. 1997; Allen et al. 1997; King et al. 2005), mécanique (McCarson et al. 1991; 
Abbadie et al. 1997; King et al. 2005; Kondo et al. 2005) et même chimique (Marvizon et 
al, 2003; Nazarian et al. 2008; Beaudry et al. 2011) entraînent la relâche de ce 
neurotransmetteur. Nos résultats et ceux des études précédemment citées, suggèrent donc 
que la sous-population de neurones peptidergiques peut encoder diverses modalités de 
douleurs, et pas uniquement une douleur d’origine thermique. Malgré tout, bien que nos 
résultats tendent vers la théorie des nocicepteurs polymodaux, nous ne pouvons pas exclure 
avec certitude la possibilité que la relâche de SP induite par une stimulation thermique et 
mécanique provienne de sous-populations neuronales différentes. En ce sens, en dépit de la 
forte proportion de fibres C polymodales retrouvées chez les rongeurs (Lynn et al. 1982; 
Lawson et al. 2008), on y retrouve aussi, en proportions moindres, des sous-populations de 
fibres C qui sont soit thermosensitives ou mécanosensitives uniquement (Lynn et al. 1982; 
Lawson et al. 2008).
Comment peut-on expliquer que, dans nos expériences, les neurones peptidergiques 
répondaient autant aux stimulations mécaniques que thermiques, contrairement à ce qu’a 
suggéré Scherrer et al. (Scherrer et al. 2009)? Il est possible que la différence d’espèce ait 
quelque chose à y voir; nous avons utilisé des rats, alors que les 4 groupes cités 
précédemment (Mazario et al. 2007; Abrahamsen et al. 2008; Cavanaugh et al. 2009; 
Scherrer et al. 2009) qui ont montré que des sous-populations neuronales différentes sont 
activées selon la nature du stimulus nociceptif, ont utilisé des souris. Chez ces dernières, le 
transducteur thermique TRPV1 serait principalement exprimé au niveau des neurones 
peptidergiques (Zwick et al. 2002; Woodbury et al. 2004; Lawson et al. 2008; Cavanaugh 
et al. 2011), alors que chez les rats, il serait présent autant au niveau des fibres C 
peptidergiques que non-peptidergiques (Tominaga et al. 1998; Guo et al. 1999; Michael et 
al. 1999; Woodbury et al. 2004; Yu et al. 2008). Par conséquent, il a été suggéré que cette
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dichotomie observée entre différentes sous-populations neuronales de fibres C pouvait 
s’appliquer aux souris, mais pas aux rats ou aux autres animaux d’ordre supérieur (Saeed et 
al. 2012; Taylor et al. 2012). Ainsi, alors que chez la souris l’ablation de la majorité des 
fibres IB4+ entraîne un déficit seulement dans la sensibilité mécanique (Abrahamsen et al.
2008), la destruction pharmacologique de cette même sous-population neuronale affecte la 
sensibilité thermique et mécanique chez le rat (Vulchanova et al. 2001; Tarpley et al. 
2004). De plus, Joseph et Levine ont observé que l’activation sélective des populations 
neuronales IB4+ et IB4' entraîne, séparément, de l’hyperalgésie mécanique chez les rats 
(Joseph et al. 2010). Néanmoins, cette différence inter espèce est loin de tout expliquer. 
Entre autres, elle ne parvient pas à expliquer la différence entre les études 
comportementales (Abrahamsen et al. 2008; Cavanaugh et al. 2009; Scherrer et al. 2009) et 
les études d’électrophysiologie. Ces dernières ayant rapporté une proportion élevée de 
fibres C qui répondaient autant à des stimulations thermiques que mécaniques chez la 
souris (Koltzenburg et al. 1997; Cain et al. 2001; Lawson et al. 2008). Alors, comment 
peut-on concilier les données comportementales aux données physiologiques? Une 
hypothèse possible est la présence de sous-populations neuronales au sein même des fibres 
C polymodales. De façon intéressante, il a déjà été observé que certaines sous-populations 
neuronales avaient des «signatures électrophysiologiques» différentes chez les rongeurs 
(Stucky et al. 1999; Petruska et al. 2000). Basé sur ceci, toutes ces sous-populations de 
neurones polymodaux seraient activées autant par une stimulation mécanique que 
thermique, mais pourraient avoir des patrons de réponses électrophysiologiques différents 
selon la nature du stimulus. Ainsi, tel que suggéré par Cavanaugh et al. (Cavanaugh et al.
2009), tout dépendamment de la sous-population neuronale, certains patrons 
électrophysiologiques spécifiques permettraient d’activer les neurones de second ordre au 
niveau de la moelle épinière, d’acheminer le message nociceptif et de mener à un 
comportement douloureux. Ceci impliquerait donc que les nocicepteurs possèdent une 
nature polymodale, mais qu’une discrimination des signaux se produit au niveau spinal. 
Des enregistrements électrophysiologiques de la transmission synaptique entre les 
terminaisons des fibres C et les neurones de second ordre de la moelle épinière (in vivo) de 
rats et de souris, où différentes sous-populations neuronales auraient été détruites (ex : 
ablation des neurones TRPV1+ via une injection intrathécale de capsaïcine ou ablation des
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neurones IB4+ via une injection intrathécale d’IB4-saporine) pourraient aider à démystifier 
cette question complexe de polymodalité ou dichotomie des fibres C.
8.4 Ségrégation physique de MOPR et de DOPR ou colocalisation?
8.4.1 Colocalisation de MOPR et de DOPR controversée
Comme mentionné dans la section 1.2.4.3, de nombreuses études suggèrent la 
formation d’hétérodimères MOPR-DOPR in vitro. En ce sens, ces études ont démontré 
qu’il y avait soit une influence pharmacologique réciproque entre ces 2 récepteurs 
(Rothman et al. 1986; Abdelhamid et al. 1991; Gouarderes et al. 1993a; Kest et al. 1996; 
Zhu et al. 1999), soit une interaction physique directe (George et al. 2000; Gomes et al. 
2000; Gomes et al. 2003; Fan et al. 2005; Hasbi et al. 2007) ou bien des modifications dans 
la voie de signalisation en présence de l’hétérodimère (George et al. 2000; Gomes et al. 
2000; Fan et al. 2005; Hasbi et al. 2007; Rozenfeld et al. 2007). Cependant, in vivo, un 
nombre limité d’études a été réalisé à ce sujet. Pour qu’il y ait la formation de ces 
complexes, il faut bien entendu que les 2 récepteurs soient présents au sein des mêmes 
neurones, et possiblement au sein des mêmes compartiments intracellulaires. L’ARNm 
ainsi que la protéine des 2 récepteurs ont déjà été observés au sein des mêmes neurones, au 
niveau des DRGs et de la moelle épinière de rats (Ji et al. 1995; Cheng et al. 1997; Wang et 
al. 2001; Rau et al. 2005).
Or, les travaux de Scherrer et collaborateurs sont venus mettre en doute toute 
interaction possible entre MOPR et DOPR au niveau des afférences primaires. 
Effectivement, leurs études immunohistochimiques réalisées chez les souris ont révélé que 
MOPR est concentré dans les neurones de petits diamètres non-myélinisés peptidergiques, 
alors que DOPR-eGFP est présent dans les neurones myélinisés (DRGs à large et moyen 
diamètres) et non-myélinisés non-peptidergiques. En fait, les auteurs ont observé que moins 
de 5% des neurones, principalement des neurones myélinisés à large diamètre, co- 
exprimaient DOPR-eGFP et MOPR (Scherrer et al. 2009). Ce faible degré de colocalisation
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s’oppose donc à une formation tangible de dimères entre les 2 récepteurs au niveau des 
nocicepteurs, qui comprennent les neurones de petit et moyen diamètres.
8.4.2 Répliques face à cette controverse
La publication des résultats de Scherrer et al (Scherrer et al. 2009) a suscité 
beaucoup de réactions au sein de la communauté scientifique. Il s’en est suivi la publication 
de certains articles qui ont révoqué les résultats par rapport à la quasi-absence de 
colocalisation de MOPR et de DOPR au niveau des nocicepteurs. Parmi ces articles, Gupta 
et al. ont démontré qu’il y avait bel et bien la formation d’hétérodimères MOPR-DOPR au 
sein des DRGs de rats (et de certaines régions du cerveau des souris) à l’aide d’un anticorps 
dirigé contre ce complexe hétérodimérique. La sélectivité de cet anticorps a d’ailleurs été 
démontrée chez des souris invalidées pour MOPR, DOPR et MOPR-DOPR (Gupta et al.
2010). Par l’utilisation de diverses techniques, Wang et al. ont aussi démontré la 
colocalisation de MOPR et de DOPR au sein de certains neurones ainsi que la présence de 
DOPR dans les neurones de petit diamètre peptidergiques (Wang et al. 2010a). Dans cette 
étude, les auteurs ont effectué des hybridations in situ dirigées contre l’ARNm de DOPR 
combinées avec des immunohistochimies dirigées contre MOPR, la SP et le CGRP sur des 
cellules provenant de DRGs de souris et de rats. Ils ont observé qu’une large proportion de 
cellules immunoréactives pour MOPR (73% chez les souris et 82% chez les rats) contenait 
l’ARNm de DOPR. Par ailleurs, environ le tiers des cellules contenant l’ARNm de DOPR 
étaient immunoréactives pour la SP ou le CGRP, 2 marqueurs des neurones de petit 
diamètre peptidergiques (Wang et al. 2010a). Wang et collaborateurs ont également 
confirmé la coexpression de MOPR et de DOPR au sein d’une proportion considérable de 
neurones de petit diamètre peptidergiques dans les DRGs de souris à l’aide de la 
technologie du single-cell PCR (Wang et al. 2010a). L’utilisation d’un anticorps ciblant 
DOPR, dont la sélectivité a préalablement été vérifiée chez des souris DOPR-KO, a permis 
d’appuyer la colocalisation de DOPR avec TRPV1, la SP et le CGRP dans les neurones de 
petit diamètre (Wang et al. 2010a). Enfin, d’un point de vue fonctionnel, ces mêmes 
auteurs ont démontré que des agonistes sélectifs à DOPR et à MOPR étaient aptes à inhiber 
les courants calciques induits par des stimulations électriques sur des neurones IB4‘
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provenant de DRGs de souris et de rats (Wang et al. 2010a). La même équipe de recherche 
a aussi effectué une technique de triple-immunofluorescence pour démontrer qu’il y avait 
une colocalisation de MOPR, de DOPR et du CGRP dans plusieurs neurones des laminae I 
et II de la moelle épinière de souris (He et al 2011). En plus, ils ont aussi démontré la 
présence d’une interaction entre MOPR et DOPR, toujours au niveau des comes dorsales 
de la moelle épinière de souris, avec une technique de coimmunoprécipitation (He et al. 
2011).
8.4.3 Comment expliquer cette divergence?
Les raisons expliquant le faible degré de colocalisation de MOPR et de DOPR 
observé par Scherrer et al. (Scherrer et al. 2009), comparativement à la coexpression des 2 
récepteurs observée par d’autres (Ji et al. 1995; Cheng et al. 1997; Wang et al. 2001; Rau 
et al. 2005; Gupta et al. 2010; Wang et al. 2010a; He et al. 2011) ne sont pas encore 
établies avec certitude. Par contre, quelques hypothèses ont été émises. Entre autres, 
nombre de critiques reposent sur l’utilisation de souris knockin DOPR-eGFP par Scherrer et 
collaborateurs (Scherrer et al. 2006; Scherrer et al. 2009). À l’aide de cet outil, les auteurs 
ont trouvé une localisation de DOPR-eGFP situé à la membrane cellulaire des neurones 
(Scherrer et al. 2006; Scherrer et al. 2009). Bien que DOPR ait été observé à la membrane 
cellulaire des neurones de large diamètre (Wang et al. 2010a), ceci s’oppose à la 
localisation majoritairement intracellulaire de DOPR (Cheng et al. 1995; Cahill et al. 
2001b; Morinville et al. 2003; Gendron et al. 2006; Wang et al. 2010a). Or, Wang et al. 
ont préalablement démontré que la distribution intracellulaire in vitro de DOPR pouvait 
être influencée par le type d’étiquette fusionné au récepteur (Wang et al. 2008). En ce sens, 
ils ont observé une localisation intracellulaire du DOPR natif, ainsi que du DOPR fusionné 
à des tags de petites tailles, dont myc (11 acides aminés) (Terpe 2003) et HA 
(hémagglutinine) (9 acides aminés) (Wang et al. 2008). Par contre, lorsque DOPR est 
fusionné avec la protéine fluorescente GFP (238 acides aminés) (Kallal et al. 2000), il se 
retrouve alors exprimé à la surface cellulaire (Wang et al. 2008). Ils en ont donc conclu que 
des étiquettes de plus petites tailles, tels que le HA, le myc et même le FLAG (8 acides 
aminés) (Einhauer et al. 2001), sont plus susceptibles de représenter la distribution
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cellulaire native du récepteur auquel ils sont fusionnés (Wang et al. 2008). De par la taille 
non-négligeable du GFP à l’extrémité C-terminale du récepteur, il est possible que la fusion 
de cette protéine induise des changements de conformation de DOPR ou même une barrière 
physique empêchant DOPR d’interagir avec certaines protéines impliquées dans sa 
localisation intracellulaire (Wang et al. 2008). Ensuite, l’absence de DOPR-eGFP au sein 
des neurones de petit diamètre peptidergiques observée dans les travaux de Scherrer et al 
(Scherrer et al. 2009) peut possiblement s’expliquer par des modifications 
postranscriptionnelles survenues spécifiquement dans cette sous-population neuronale lors 
de la procédure de knockin (He et al. 2011). Enfin, il est à noter que l’expression de DOPR 
est significativement plus élevée chez ces souris knockin comparativement à des souris WT 
(Scherrer et al. 2006). Dans ce même ordre d’idées, il a déjà été observé qu’une 
augmentation de la quantité de DOPR atténue la maturation de MOPR (Decaillot et al.
2008). Ceci pourrait expliquer le faible degré de colocalisation entre MOPR et DOPR 
observé par Scherrer et collaborateurs chez leurs souris DOPR-eGFP (Scherrer et al. 2009).
8.5 Ségrégation fonctionnelle de MOPR et de DOPR ou contrôle des mêmes modalités 
de douleurs?
Lors de nos expériences, nous avons démontré qu’une activation spinale de MOPR 
est capable d’inhiber des douleurs d’origines thermique et mécanique. Cette conclusion a 
été émise suite à l’observation des effets du DAMGO sur l’inhibition du nombre de 
potentiels d’action évoqués des fibres C au niveau du trijumeau et sur la relâche de SP au 
niveau spinal, toutes deux induites par des stimulations douloureuses thermique et 
mécanique. De la même façon, jusqu’à maintenant, nous avons également confirmé qu’une 
activation spinale de DOPR par la Dit II est capable de soulager une douleur mécanique 
chez des rats dans un modèle de douleur inflammatoire induite par le CFA. Basé sur des 
études précédentes (Qiu et al. 2000; Cahill et al. 2003; Gendron et al. 2007a; Gendron et 
al. 2007b; Beaudry et al. 2009), nous avons également de bons espoirs quant à l’efficacité 
de la Dit II sur une douleur thermique dans ce même modèle de douleur inflammatoire 
chronique, ce qui sera testé prochainement. Nous croyons donc qu’une activation spinale de 
MOPR ou de DOPR est apte à soulager des douleurs de diverses modalités. Cette
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hypothèse s’oppose aux travaux de Scherrer et al. qui ont plutôt suggéré qu’une activation 
spinale de MOPR soulage préférentiellement les douleurs thermiques, alors que celle de 
DOPR est impliquée dans le soulagement des douleurs mécaniques (Scherrer et al. 2009).
Dans un premier temps, Scherrer et collaborateurs ont utilisé les filaments de von 
Frey pour évaluer les effets antinociceptifs du DAMGO et du SNC80 chez des animaux 
sains (Scherrer et al. 2009). Le choix de cette technique pour induire une douleur 
mécanique chez des animaux sains est quelque peu questionnable. En effet, cette méthode 
est majoritairement utilisée pour évaluer la sensibilité mécanique et est très peu utilisée 
chez les animaux sains (Le Bars et al. 2001). Par contre, elle demeure un outil de choix 
chez des animaux souffrant de douleurs chroniques (Kupers et al. 1993; Moller et al. 1998; 
Ringkamp et al. 1999; Le Bars et al. 2001 ; Otis et al. 2011; Cobos et al. 2012). Par ailleurs, 
ce ne sont pas tous les réflexes des animaux qui sont considérés comme étant une réponse 
face à un stimulus douloureux (Le Bars et al. 2001). Il est donc probable que les réflexes 
observés par Scherrer et collaborateurs soient le résultat d’un comportement d’inconfort des 
souris. Cette hypothèse pourrait expliquer pourquoi les souris injectées au DAMGO 
réagissent toujours aux filaments de von Frey, alors que celles injectées au SNC80 ne 
réagissent plus suite à l’administration de la drogue. En ce sens, les stimulations non- 
nociceptives activent les fibres A|3 (Julius et al. 2001). Or, la présence de DOPR (ou son 
ARNm) et l’absence, ou quasi-absence, de MOPR (ou son ARNm) au sein de ces fibres ont 
déjà été démontrées (Scherrer et al. 2009; Wang et al. 2010a). Par ailleurs, il a déjà été 
observé qu’une injection intrathécale de SNC80 chez les souris induit un phénomène 
d’incoordination motrice similaire à de l’ataxie à des doses inférieures (Gendron et al. 
2007b) à celles utilisées par Scherrer et al. (Scherrer et al. 2009). Ce phénomène n’a pas été 
observé lorsque le DAMGO est injecté aux mêmes ordres de doses, même qu’une 
augmentation de l’activité horizontale (distance parcourue) des souris a été observée 
(Michael-Titus et al. 1989). Les observations de Scherrer et al. pourraient donc bien être 
biaisés par les effets du SNC80 et du DAMGO sur la motricité des souris, affectant ainsi 
leur capacité à réagir vis-à-vis les filaments de von Frey, et ne pas représenter les effets 
antinociceptifs réels des drogues injectées. Un des avantages des enregistrements 
électrophysiologiques que nous avons réalisés est que ceux-ci ont été effectués à distance 
du site d’application du stimulus douloureux et du site" d’injection des agonistes
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opioïdergiques. De cette façon, nous savons que les stimulations thermique et mécanique 
appliquées aux pattes des animaux étaient douloureuses, puisque seules des stimulations 
nociceptives engendrent l’activation des CIDN (Le Bars et al. 1979a) telle que représentée 
par une inhibition du potentiel d’action évoqué des fibres C enregistrées au niveau du 
Sp50. Un second avantage des techniques que nous avons utilisées (électrophysiologie et 
immunohistochimie des récepteurs NKi) est que ces techniques reposent sur l’évaluation de 
réponses physiologiques. En conséquence, les comportements des animaux ne peuvent pas 
venir biaiser les réponses obtenues.
Dans un second temps, les auteurs de l’article ne sont pas explicites quant à savoir si 
leurs tests comportementaux ont été effectués chez les souris DOPR-eGFP, ou bien sur des 
souris WT (Scherrer et al. 2009). Ce détail serait d’une importance capitale à clarifier, car 
tel que discuté précédemment (voir section 8.4.3), la présence du GFP fusionné au 
récepteur peut influencer la localisation de DOPR au sein de certains neurones. En 
supposant que certaines sous-populations neuronales distinctes transmettent les douleurs 
thermique et mécanique (Cavanaugh et al. 2009; Scherrer et al. 2009), il est possible que 
certaines modifications transcriptionnelles ou même l’adressage membranaire de DOPR- 
eGFP soient altérées uniquement dans les sous-populations neuronales activées par les 
douleurs d’origine thermique. Ainsi, le DOPR-eGFP présent chez ces souris serait 
fonctionnel dans les neurones activés par les douleurs de nature mécanique, mais, pour une 
raison encore obscure, ne serait pas fonctionnel au sein des neurones codant pour les 
douleurs de nature thermique. Évidemment, ce ne sont, pour le moment, que des 
spéculations.
Pour poursuivre, nos études ont été effectuées chez le rat. Bien entendu, il serait fort 
intéressant de répéter ces mêmes expériences (électrophysiologie et immimohistochimie 
des récepteurs NKi) chez les souris, afin de voir si des résultats similaires sont obtenus, ou 
si une différence inter espèce peut être à la source de cette divergence entre la 
fonctionnalité de MOPR et de DOPR.
Enfin, si au terme de nos expériences, nous observons qu’une activation spinale de 
DOPR est apte à soulager les mêmes modalités de douleurs que MOPR, il va sans dire que 
ceci n’est toutefois pas gage de certitude que MOPR et DOPR sont localisés au sein des 
mêmes populations de neurones.
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8.6 Adressage membranaire de DOPR lors d’une stimulation répétée de MOPR et lors 
de conditions inflammatoires: une évidence de l’existence des complexes
MOPR/DOPR?
Basé sur l’observation que DOPR possède une localisation majoritairement 
intracellulaire chez les animaux sains (Cheng et al. 1995; Cahill et al. 2001b; Morinville et 
al. 2003; Gendron et al. 2006), certains signaux ont été reconnus pour promouvoir son 
adressage membranaire (voir section 1.2.5). Parmi ceux-ci, au niveau de la moelle épinière, 
une inflammation chronique induite par une injection de CFA engendre une augmentation 
de l’expression membranaire de DOPR du côté ipsilatéral à la patte injectée (Cahill et al. 
2003; Morinville et al. 2004b), alors qu’un traitement chronique avec la morphine (ou 
d’autres agonistes de MOPR) engendre une augmentation bilatérale de l’adressage 
membranaire de DOPR (Cahill et al. 2001b; Morinville et al. 2004a; Morinville et al. 
2004b). Au niveau des DRGs, une injection de CFA augmente l’expression de DOPR au 
niveau des neurones de petit et de moyen diamètres, alors qu’une stimulation répétée de 
MOPR entraîne une augmentation de l’adressage membranaire de DOPR dans tous les 
types de neurones (petit, moyen et gros diamètres) (Gendron et al. 2006). Il a également été 
observé que l’augmentation membranaire de l’expression de DOPR induite par une 
injection de CFA ou une stimulation répétée de MOPR est corrélée avec une augmentation 
des effets antihyperalgésiques (Fraser et al. 2000; Hurley et al. 2000; Cahill et al. 2003; 
Morinville et al. 2004b; Gendron et al. 2007b) et antinociceptifs (Cahill et al. 2001a; 
Morinville et al. 2003), respectivement, des agonistes DOPR. De façon intéressante, dans 
les 2 cas, l’augmentation de l’adressage membranaire de DOPR au niveau des neurones de 
la moelle épinière dépend de la présence de MOPR, car ce phénomène est aboli chez les 
souris MOPR-KO (Morinville et al. 2003; Morinville et al. 2004b). Selon ces dernières 
observations, il serait donc plausible que l’augmentation de l’adressage membranaire de 
DOPR observée dans un modèle de douleur chronique induite par le CFA ou bien celle 
observée lors d'une stimulation répétée de MOPR résulte en fait d’une interaction entre 
MOPR et DOPR. En accord avec cette hypothèse, il a d’ailleurs été remarqué qu’un 
traitement chronique à la morphine augmente la quantité, ainsi que l’expression
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membranaire, des complexes MOPR-DOPR détectés par un anticorps ciblant 
l’hétérodimère au sein des DRGs de rats (Gupta et al. 2010).
Par ailleurs, une dichotomie entre les effets antihyperalgésiques et antinociceptifs de 
la Dit II a été observée. En ce sens, chez des rats souffrant d’inflammation chronique 
induite par une injection de CFA, un traitement répété à la morphine potentialise les effets 
antihyperalgésiques de la Dit II, tels qu’évalués par le test plantaire de Hargreaves, mais 
diminue significativement ses effets antinociceptifs, tels qu’évalués par le test de retrait de 
la queue (tail flick) (Gendron et al. 2007a). Ce phénomène est accompagné par une 
diminution de la disponibilité membranaire de DOPR au niveau des neurones de la moelle 
épinière (Gendron et al. 2007a). Par conséquent, ceci pourrait suggérer que les effets 
antihyperalgésiques de la Dit II n ’impliqueraient pas les neurones de la moelle épinière 
(Gendron et al. 2007a). De plus, chez les souris, une administration répétée de Dit II 
engendre une tolérance aux effets antinociceptifs provoqués par une activation de DOPR, 
alors que les effets antihyperalgésiques sont maintenus (Beaudry et al. 2009). Comment 
peut-on expliquer cette dichotomie entre les effets antinociceptifs et antihyperalgésiques de 
la Dit II observée chez les rongeurs? Il est possible que des sous-populations neuronales 
différentes soient impliquées dans les effets antinociceptifs et antihyperalgésiques, ainsi 
que dans la présence ou l’absence de tolérance, résultant de l’activation de DOPR par la Dit 
II. D’une part, les effets antinociceptifs de la Dit II suivant une activation soutenue de 
MOPR pourraient être engendrés par une activation du DOPR présent en présynaptique au 
niveau des complexes MOPR-DOPR dont l’expression membranaire est augmentée au sein 
des DRGs dans cette condition (Gupta et al. 2010). Basé entre autres sur les observations 
de Gendron et collaborateurs (Gendron et al. 2007a), les effets antinociceptifs de la Dit II 
pourraient aussi impliquer une population neuronale présente au niveau de la moelle 
épinière, en postsynaptique, qui exprime DOPR. Afin d’appuyer cette dernière hypothèse, il 
serait intéressant de visualiser, au niveau des neurones de la moelle épinière, si la quantité 
de complexes MOPR-DOPR est augmentée suivant un traitement chronique à la morphine, 
comme ce qui est observé pour les DRGs. Dans l’éventualité où les effets antinociceptifs de 
la Dit II seraient causés par une activation de DOPR présent au sein de complexes MOPR- 
DOPR, ceci pourrait possiblement expliquer le développement d’une tolérance envers ces 
effets. En ce sens, la présence de DOPR semble être impliquée dans l’apparition d’une
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tolérance aux effets analgésiques des agonistes MOPR, dont la morphine (Abdelhamid et 
al. 1991; Kest et al. 1996; Zhu et al. 1999; Gupta et al. 2010; He et al. 2011). He et 
collaborateurs ont d’ailleurs déjà remarqué qu’une stimulation de DOPR présent au sein 
des complexes MOPR/DOPR favorise la dégradation de l’hétérodimère autant in vitro 
qu’m vivo dans la moelle épinière de souris (He et al. 2011). Or, une stimulation de MOPR 
présent au sein de ces mêmes complexes ne semble pas mener à la dégradation de 
l’hétérodimère (He et al. 2011). Malgré tout, il est plausible que la seule présence de 
MOPR, et non sa stimulation, soit impliquée dans l’apparition de la tolérance aux effets 
antinociceptifs des agonistes DOPR. Comme mentionné précédemment, des voies de 
signalisation différentes sont activées en présence des complexes MOPR/DOPR 
comparativement aux monomères (George et al. 2000; Fan et al. 2005; Hasbi et al. 2007; 
Rozenfeld et al. 2007). Il est donc possible qu’une désensibilisation ou qu’une tolérance se 
développe au sein même de la voie de signalisation menant aux effets antinociceptifs 
engendrés par la Dit II. Des essais de liaison avec le GTPYS permettraient d’avoir des 
informations concernant l’hypothèse de la désensibilisation du complexe hétérodimérique. 
Outre, des enregistrements électrophysiologiques de type patch clamp permettant 
d’enregistrer des courants calciques sur des cellules entières où MOPR et DOPR seraient 
coexprimés (neurones de la moelle épinière et des DRGs) (Wang et al. 2010a) 
permettraient de voir si une tolérance se développe suite à une administration répétée 
d’agonistes sélectifs à MOPR et à DOPR. Concernant les effets antihyperalgésiques de la 
Dit II, il est plausible que ceux-ci impliquent une sous-population neuronale différente de 
celle impliquée dans les effets antinociceptifs. Cette sous-population neuronale impliquée 
dans les effets antinociceptifs de la Dit II pourrait être présente dans les DRGs. 
Puisqu’aucune tolérance ne se développe face à ces effets, on pourrait penser que, dans 
cette sous-population neuronale, seul DOPR est exprimé. Néanmoins, corrélant avec 
l’abolition de l’augmentation de l’adressage membranaire de DOPR (Morinville et al. 
2004b), les effets antihyperalgésiques de la Dit II sont abolis chez les souris MOPR-KO 
(Gendron et al. 2007b). Cette observation suggère donc plutôt qu’une interaction entre 
MOPR et DOPR est également nécessaire pour les effets antihyperalgésiques de la Dit II. 
Dès lors, il serait intéressant de voir les effets d’une douleur inflammatoire induite par le 
CFA sur la formation et la localisation (membranaire ou intracellulaire) des complexes
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hétérodimériques MOPR/DOPR au sein des neurones de la moelle épinière et ceux de 
différentes populations neuronales des DRGs. À ce sujet, l’utilisation d’un ligand biotinylé, 
tel que le TIPP-biotine, pourrait très certainement nous apporter de précieuses informations. 
Ainsi, le ligand pourrait être incubé en présence de coupes de moelles épinières et de DRGs 
d’animaux souffrant de douleur inflammatoire induite par une injection de CFA. Le TIPP- 
biotine pourrait aussi être injecté par voie intrathécale chez les animaux, permettant ainsi de 
ne visualiser que le DOPR présent à la surface membranaire des neurones. Les tissus 
seraient ensuite incubés en présence d’un anticorps ciblant MOPR. Puis, à l’aide d’une 
technique d’amplification du signal à l’argent (Yi et al. 2001), un des 2 marquages seraient 
doublement amplifiés, permettant ainsi de distinguer les 2 marquages en microscopie 
électronique. De cette façon, il serait possible de voir si MOPR et DOPR sont exprimés au 
sein des mêmes neurones et si leur expression au niveau membranaire est augmentée dans 
un modèle de douleur inflammatoire. Dans l’éventualité où une injection de CFA 
augmenterait la formation et l’expression membranaire des complexes MOPR/DOPR, il 
serait alors possible de voir si les sous-populations neuronales touchées par ce phénomène 
divergent de celles où une augmentation membranaire de MOPR/DOPR est induite par une 
administration répétée de morphine.
9. C o n c l u s io n
En conclusion, nom avons déterminé les propriétés pharmacologiques de 2 
marqueurs d’affinité, soit le TIPP-biotine et la Dlt-biotine. Alors que la Dlt-biotine 
nécessite encore des modifications afin d’optimiser ses propriétés de liaison à DOPR, le 
TIPP-biotine a démontré des caractéristiques de liaison sur DOPR fort intéressantes, autant 
sur des extraits cellulaires que sur du tissu animal. Bien entendu, des clarifications 
s’imposent encore, principalement pour expliquer que, chez les souris DOPR-KO, le TIPP- 
biotine ne lie pas les coupes de moelle épinière, tel que démontré par un essai de liaison sur 
coupes, mais lie les extraits de moelle épinière, tel que détecté par un buvardage de type 
Western. Outre cela, les ligands biotinylés représentent une alternative de choix pour 
remplacer l’utilisation des anticorps ciblant DOPR, dont la spécificité a récemment été mise 
en doute par les travaux de Scherrer et collaborateurs (Scherrer et al. 2009). Lors de nos 
expériences, nous avons également démontré qu’une administration spinale d’agonistes 
sélectifs à MOPR et à DOPR est apte à soulager des douleurs d’origines thermique et 
mécanique. Ces résultats s’opposent à une étude stipulant qu’une activation spinale de 
MOPR soulage préférentiellement des douleurs de nature thermique, alors que celle de 
DOPR est impliquée dans le soulagement des douleurs d’origine mécanique (Scherrer et al.
2009). Néanmoins, nos études ne nous permettent pas d’affirmer avec certitude que les 
effets de MOPR et de DOPR sur des douleurs d’origines thermique et mécanique 
impliquent les mêmes sous-populations neuronales. Cette question en soulève d’ailleurs 
plusieurs autres, principalement concernant la coexpression de MOPR et de DOPR au sein 
des mêmes neurones, et de par le fait-même, la formation de complexes hétérodimériques 
MOPR/DOPR. L’utilisation de ligands biotinylés pourrait éventuellement apporter de 
précieuses informations à ce propos. À plus large spectre, la question des nocicepteurs 
polymodaux ou spécifiques à une modalité précise de douleur est aussi soulevée par nos 
résultats. Ainsi, un grand nombre de questions demeurent toujours sans réponse et 
nécessiteront des études supplémentaires.
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